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RESUMEN

El gen de retinoblastoma (RB) es un anti-oncogen o gen
supresor de tumor gue actua como regulador negative de 1la
proliferacicon celular.

El producto de RB, pl05*™, es una fosfoproteina que tiene
afinidad al ADN y cuya actividad funcional es determinada por su
nivel de fosforilacion. La forma desfosforilada estd involucrada
en restringir a la ceélula en la fase Gl del ciclo celular,
mientras que las formas fosforiladas inducen la transicidén a la
fase S.

La participacidén de pl05" en el control de la transcripcioén
se debe a la formacidon de un complejo con el factor
transcripcional E2F gue se une a la secuencia consenso TTTGGCGCG.
Este factor es esencial para la transcripcién de genes gue
regulan el ciclo celular y la sintesis de ADN.

Los productos de oncogenes virales como E1A de adenovirus,
el antigeno T grande de SV40 y E7 de papilomavirus humano tipos
6b, 11, 16 y 18, interactdan fisicamente con pl05*™. La regidn de
interaccidn de estas proteinas virales con plo05*™ es esencial
para su actividad de transformacién celular.

En el desarrollo de este trabajo, inicialmente se
caracterizé el plasmido pCMV-RB.S mediante digestiones con
enzimas de restriccidén, determinando el tamano del ADNc del gen
RB clonado dentro del vector de expresidn pCMV4-RS, obteniendo
el mapa fisico de pCMV-RB.S. Este plasmido expresé eficientemente
el producto del gen RB en células de mamifero, lo cual fue
importante en los ensayos de actividad "in vivo".

Mediante ensayos de cotransfeccion transitoria en la linea
celular C-33A, con construcciones plasmidicas que poseen
promotores clonados frente al gen reportero CAT (Cloranfenicol
acetil-transferasa), se analizd la participacidén del producto de
RB en la regulacion de la transcripcidn de los genes celulares
(c-myc humano y albumina de rata) y virales (Tempranc de SV40,
TK de HSV y HPV-18).

De esta manera, se determiné que pl05" (pCMV-RB.S) reprime
la actividad transcripcional de los promotores celulares
estudiados, c-myc de humano y albumina de rata. El mecanismo de
regulacion por pl05"™ que se propone es mediante la presencia de
sitios E2F en el promotor de estos genes.

Por otra parte pl05™ no afecta la actividad transcripcional
del promotor temprano de SV40 ni de la timidina cinasa del virus
herpes simple, TK-HSV (pTKm), mientras que reprime la actividad
transcripcional de la region control (LCR) del papilomavirus
humano tipo 18 (pl8/42).

En la LCR de HPV-18 se localizaron dos posibles sitios de
reconocimiento al factor de transcripcidn E2F en los nucledtidos
7568 y 7580, lo que sugiere gue el mecanismo de represién por
pl105* es por E2F.

Uno de los elementos regulatorios importantes para 1la
expresion de los genes con actividad oncogénica (E6 y E7) de
Papilomavirus, es AP-1. Para analizar la posible participacién



de este factor en la regulac.or poer ploy® :n HPV-18, e utilizd
una construccidén en 1. que sz clonc¢ el sitio AP-1 de la LCR de
HPV-18 (pAPl), vy s2 sometid a 'a presencia de plos™,
demostrandose gque Jla actividad traascripcional de esta
construccidén es reprimida. Cuando se utilizé el plasmido pSG5c-
FOS, gque expresa el gen c-fos (uno de los componentes del
complejo proteico AP-1), se recuperd la actividad transcripcional
de esta construccion.

Esto sugiere otro mecanismo de regulacion de pl05* sobre
HPV-18: la proteina Rb reprime la expresion de c-fos endogeno e
impide a c-jun formar el complejo proteico AP-1, disminuyendo asi
su actividad transcripcional.

El conocimiento de los mecanismos moleculares de represion
por pl05" permite entender su funcidén en la regulacion de la
proliferacién celular y comprender que la inactivacion del gen
RB o de su producto pl05", es una evento importante durante el
proceso de carcinogénesis.



INTRODUCCION

El cancer es en este momento uno de los objetivos de
investigacién mds importantes tanto para la Medicina moderna como
para la Biologia Molecular.

La relevancia de tales investigaciones se debe a que el
cédncer ocupa uno de los primeros cinco lugares como causa de
defuncidén en muchos paises. En paises subdesarrollados,
aproximadamente el 10% de muertes es debida al cdncer (Ferndndez,
1983), y se espera que este porcentaje se incremente debido a la
erradicacion de algunas enfermedades infecciosas y al aumento del
promedio de vida de la poblacién.

En términos bioldégicos el cancer es la manifestacidén de
alteraciones en los mecanismos basicos de control de 1la
regulacion metabdlica, divisién y diferenciacién celular en los
organismos superiores (Bravo, 1990).

El céncer se origina a través de la acumulacidén de una serie
de eventos resultado de procesos multiples gue involucran danos
al ADN, principalmente de genes gue poseen un papel vital en la
regulacion de sehales positivas o negativas en el crecimiento
celular (Lee, 1993).

Los factores ambientales son también parte importante del
proceso de carcinogénesis, ya que la mayoria de los agentes
carcinogénicos fisicos o quimicos, enddgenos o exdgenos, inducen
mutaciones en el ADN (Weinberg, 1984).

Las alteraciones que pueden afectar al genoma incluyen a las



mutaciones, pérdida cromosédm ca, rearre.lcs en la secuencias de
ADN e integracioén de secuiencias virales, etc. Otros cambios
incluyen la asociaciodn es*able de proteinas especificas con el
ADN modificando la expresidn de algunos genes celulares (Knudson,
1991).

Actualmente el conocimiento de la Biologia Molecular de los
virus que inducen tumores en animales y de las técnicas de
Ingenieria Genética, han conducido a la identificacién de los
genes gque contribuyen a la tumorigénesis: los oncogenes y los
genes supresores de tumor. Este avance permite comprender algunos
de los mecanismos por los cuales una célula normal se vuelve
cancerosa y se multiplica en forma descontrolada.

Los oncogenes son versiones alteradas de genes normales,
conocidos como proto-oncogenes, cuyas funciones son importantes
dentro del crecimiento y proliferacion celular (Weinberg, 1984).

Actualmente se conocen mas de 30 proto-oncogenes celulares;
las proteinas codificadas por estos proto-oncogenes realizan
funciones especificas tales como factores de crecimiento (c-sis),
receptores a factores de crecimiento (c-erbB, erbB2, c-fms),
transductores intracelulares de senal (c-ras, gsp, c-abl, c-mos)
y factores de transcripcidén (c-myc, c-fos, c-jun, c-erbA) (Lewin,
1994).

Son varios los mecanismos por los cuales los proto-oncogenes
se transforman en oncogenes (Adame y Gariglio, 1989; Cooper,
1992) entre los cuales se pueden mencionar los siguientes:

a) Amplificacién génica: Cominmente en las células



tumorales, se encuentran miltiples copias de un gen y en
consecuencia, existe un incremento en los niveles de ARNm asf{
como de la proteina. Por ejemplo, se ha observado que el gen c-
myc estd amplificado en muchos tumores y 1lineas tumorales
humanas, incluyendo leucemias, cancer mamario y cancer cérvico
uterino (CaCU) (Nowell et al., 1983; Bonilla et al., 1988; Ocadiz
et al., 1987, respectivamente)

b) Rearreglo génico: Las células cancerosas frecuentemente
presentan translocaciones cromosémicas y en consecuencia, la
pérdida de la regulacién normal del gen afectado. Un ejemplo
claro es el linfoma de Burkitt, donde el gen c-myc se transloca
de su locus normal en el cromosoma 8 a uno de los loci del
cromosoma 14 donde se localiza el gen de las cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas (Hayday et al., 1984). Por otra parte, en
leucemia mieloide crénica, ocurre la recombinacién entre el
proto-oncogen abl y el gen bcr, codificando asi una proteina de
fusién estructuralmente diferente (Shtivelman et al., 1985).

c) Mutaciones puntuales: Estas alteraciones pueden ser el
resultado de la interaccidén con algin carcinégeno. Por ejemplo,
la substitucién de un solo aminodcido en una posicién critica del
sitio catalitico de GTPasa (generalmente en el aminodcido 12),
hace que la proteina ras permanezca funcional y constitutivamente
activa (Reddy et al., 1982).

d) Participacién viral: Los virus desempefian un papel
relevante dentro de la carcinogénesis en combinacién con otros

eventos. Se conocen algunos de los aspectos moleculares de los



virus claramente asocisdos a cdnces, en par'icular, la relacion
entre HTLV-I con la levcemin (Poliesz et al., 1980), el wvirus de
la hepatitis B con el céancer hepatico (Ganem y Varmus, 1987), el
virus Epstein-Barr con el linfoma de Burkitt (Facer y Playfair,
1989) y algunos papilomavirus humanos (HPVs) con el cancer
cérvico uterino (zur Hausen, 1977).

La actividad de los oncogenes conducen a la célula a
proliferar y a adquirir otras caracteristicas de las células
transformadas (Hu et al., 1990), tales como la inmortalizacién,
liberacion de factores de crecimiento transformantes (TGF),
pérdida de la dependencia de anclaje para el crecimiento, cambio
de la morfologia celular, entre otros.

Es evidente que los oncogenes celulares han atraido 1la
atencién para entender el funcionamiento de la célula y los
origenes moleculares del cdncer. Sin embargo, a fines de la
década pasada, se descubrié una segunda clase de genes
involucrados en estos mecanismos, los genes supresores de tumor,
anti-oncogenes u oncogenes recesivos, que promueven la formacién
de un tumor cuando existe una pérdida o inactivacién de éstos o
de sus productos génicos (Hu et al., 1990; Weinberg, 1991).

Hay evidencias que sugieren que la funcidén normal de estos
genes es prevenir o suprimir la oncogénesis, ademds de que juegan
un papel en la regulacién negativa de la proliferacién celular
(Stanbridge y Nowell, 1990; Marshall, 1991).

La pérdida de anti-oncogenes se revela en varios tipos de

tumor por aberraciones cromosémicas, como la pérdida de un



segmento especifico de algun cromosoma, © por una mutacidn
puntual (Weinberg, 1988). De esta manera, la inactivacién de
estos genes estd implicada en la generacidén de diferentes tumores
humanos.

Existen tres evidencias que apoyan la idea de que 1la
transformacién neoplédsica involucra alteraciones de los genes
supresores de tumor: 1) Hibridos celulares, 2) Cancer familiar
y 3) Pérdida de heterocigosis en tumores.

1. Hibridos celulares. Los hibridos celulares generados por
fusién entre células tumorigénicas y no tumorigénicas, no
originan tumores cuando se inyectan a un hospedero apropiado, aun
expresando las caracteristicas de un fenotipo transformante en
cultivo. Este fenémeno de supresién que se observa en una
variedad de combinaciones de células tumorales y normales, puede
deberse a cambios genéticos recesivos, responsables del fenotipo
tumoral y complementados por los alelos normales (Marshall, 1991;
Levine, 1993).

En hibridos celulares también ha sido posible identificar
experimentalmente cual es la localizacién cromosémica de algunos
de los genes supresores de tumor por los siguientes métodos: a)
Andlisis citogenéticos, b) Fragmentos de restriccién de longitud
polimérfica (RFLP) y c) Experimentos de transferencia usando
microcélulas (en las cuales llevan o transfieren un solo
cromosoma derivado de una célula normal a una célula cancerosa).
Estos resultados revelaron esencialmente que estos genes se

localizan en diferentes cromosomas (Tabla 1), ademds de demostrar



REGTITON LINEA CELULAR
CROMOSOMICA TUMORICGCGENICA

Carcinoma cervical (HeLa)
11pl3 y 11pl5 (WT-1) Carcinoma cervical (SiHa)

Tumor de Wilms
Carcinoma de mama

Retinoblastoma
13q (RB) Carcinoma de préstata
Carcinoma de vejiga

Carcinoma colo-rectal (SW480
5q (APC), 17p (p53) y COKFu)
Neurofibromatosis (NGP)

17q (NF-1) Carcinoma colo-rectal

Neurofibromatosis

Tabla 1. Regiones cromosdmicas asociadas a genes supresores o
anti-oncogenes en diferentes lineas celulares derivadas de tumor,

las cuales se establecieron por el método de fusidén microcelular,
por andlisis citogenéticos o RFLP.




por transferencia de un cromosoma, gque pueden suprimir la
formacién de un tumor dependiendo del origen del tejido
(Marshall, 1991; Levine, 1993; Anderson y Stanbridge, 1993).

2. Cancer familiar. En general, la proporcién de este tipo
de cdnceres es bastante bajo. Sin embargo, en ciertas ocasiones
tales como retinoblastoma, la forma heredable constituye el 40%
de los casos.

De Mars (1970) y Knudson (1971) sugieren gque la forma
autosémica dominante en la herencia de cédncer familiar es mas
susceptible a wmutaciones recesivas (una heredada y otra
adquirida) debido a la alteraciodn de los dos alelos silvestres
y en consecuencia, a la pérdida de funcién a nivel celular. Lo
anterior ha originado estudios sobre enfermedades con un patron
hereditario tales como retinoblastoma, neurofibromatosis, tumor
de Wilms, poliposis adenomatosa familiar (FAP) y miltiples
neoplasias endécrinas, cuyo objetivo principal ha sido aislar el
gen responsable de estos cdanceres familiares (Marshall, 1991).

3. Pérdida de heterocigosis. En formas heredables, la
ausencia del material genético heredado de uno de los padres por
mutacién recesiva causada por la pérdida de un fragmento de un
cromosoma, hace imposible la heterocigosis de determinado locus,
lo cual puede ser indicador de la presencia de un gen supresor
de tumor tanto en formas familiares como en cdnceres esporadicos

(Ponder, 1988).



GENES SUPK ISGRES DE THiMCR

El gen del tumor de Wilms (WT-1)

El tumor de Wilms es un nefroblastoma que afecta
aproximadamente uno de cada 10,000 ninos. Puede presentarse en
las formas esporadica unilateral (+95%) o heredada unilateral y
bilateral (Anderson y Stanbridge, 1993).

En diferentes tumores de este tipo, en un caso familiar
bilateral ascociado al sindrome de WARG, se encontré deletada la
banda 13p en el cromosoma 11 (Riccardi et al., 1980); los
asociados al sindrome de Beckwith-Wiedemann revelan la pérdida
de heterocigosis en la regién 11pl5.5 (Haber y Housman, 1991);
sin embargo, en otro tumor de Wilms no involucra ninguno de estos
loci lo gue sugiere que al menos tres genes distintos estén
implicados en el origen de este tumor.

Las mutaciones mds comunes en el gen WT-1 implican la
pérdida total de ambos alelos, aunque pequenas deleciones son
observadas en las formas heredables.

Housman y col. aislaron el gen denominado WT-1, de la regién
11pl3. Este gen comprende 10 exones y es transcrito a un ARNm de
aproximadamente 3 Kilobases (Kb) con sitios de procesamiento
alternativos (Call et al., 1990).

El gen codifica para una proteina de 345 aminodcidos, la
cual contiene cuatro dominios conocidos como "“dedos de zinc" y
una regién rica en prolina y glutamina (Gessler et al., 1990).

Con base en estas caracteristicas se sugiere que esta proteina

10



posee una actividad de regulador transcripcional. Lo anterior se
apoya en el hecho de que dos proteinas de mamiferos, EGR1 y EGR2,
las cuales se unen al ADN en una secuencia consenso y regulan el
crecimiento, muestran homologia con la proteina WT-1 (Anderson
y Stanbridge, 1993).

El gen WT-1 se expresa en niveles altos en rinén fetal,
mientras que en rinén adulto se encuentran niveles bajos. Ademds
se expresa en gdénadas, bazo y utero, sugiriendo que es necesario
para el desarrollo especifico de diferentes tejidos (Gessler et

al., 1990).

El gen de Neurofibromatosis (NF-1)

La enfermedad de Neurofibromatosis tipo I o Von
Recklinghausen ocurre en aproximadamente 1 de cada 3500
individuos. Se presenta en forma heredable y en forma esporddica
con una alta tasa de mutacién (1 x 10™*) (Eng y Ponder, 1993).

Esta enfermedad, que se caracteriza por lesiones en piel,
en ojos y en el sistema nervioso central (Riccardi, 1981), se
asocia con otros canceres como leucemias, osteosarcomas, tumor
de Wilms, entre otros (Sorenson et al., 1986).

El locus que codifica para el gen de neurofibromatosis (NF-
1) se localiza en el cromosoma 17 banda gll1.2 (Collins et al.,
1989; Wallace et al., 1990). Cawthon y col. (1990), clonaron este
gen de 30 Kb, el cual contiene 49 exones que codifican para una
proteina de 2818_aminoécidos. Esta proteina tiene un dominio

altamente homélogo al de las proteinas activadoras de GTPasa

11



(GAP) de mamiferos (Xu =2t al., 199G}, que regyulan y pueden actuar
como efectores del jrotc-oncogen c-ras, al igual que las
proteinas IRAl e IRA2 de levadura (Buchberg et al., 1990), cuya
funcién es estimular la actividad de GTPasa de la proteina ras
de levadura.

Con base en estas homologias se sugiere que la proteina NF-1
actia como transductor de senales involucrada en proliferacidén
celular.

El gen NF-1 se expresa en todos los tejidos, aunque en los
neurofibromas el gen se encuentra alterado por mutaciones

puntuales o deleciones (Wallace et al., 1990).

El gen de la Poliposis Adenomatosa de Colén (APC)

La Poliposis adenomatosa familiar de colén (FAP) ocurre en
uno de cada 10,000 individuos en Estados Unidos, Europa y Japdn
(Levine, 1993). Esta enfermedad, se presenta durante la segunda
y tercera década de vida y se caracteriza por la presencia de
miles de polipos adenomatosos en el coldn. Un pequeno porcentaje
de estos polipos pueden desarrollar carcinomas en colén, siendo
mas severos en pacientes no tratados clinicamente (Eng y Ponder,
1993).

El gen APC asociado a FAP se localiza en el cromosoma 5q21.
Este gen es de aproximadamente 8.4 Kb y contiene 15 exones
(Bodmer et al., 1987). Codifica para una proteina de 2843
aminodcidos, gque por secuencia primaria no sugiere alguna

funcién, aungue presenta una pequena homologia con las proteinas
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IRAl ¢ IRA2 de levadura, y con una regién de unidén a proteina
de un receptor acetil colina tipo muscarinico (Groden et al.,
1991).

El1 ARNm del gen APC es detectado en una amplia variedad de
células y tejidos. Un aspecto relevante es el hecho de que,
dependiendo la localizacidén de las mutaciones del gen en la forma
heredable, parece dictar el nimero de polipos formados (Nagase
et al., 1992).

En carcinomas de colén derivados de FAP, Feron y Vogelstein
(1990), han encontrado mutaciones de otros genes como p53, DCC,
y K-ras lo que sugiere que éstos son importantes en el desarrollo

carcinogénico en el cual participan.

El gen DCC

En cancer colo-rectal y en adenomas benignos es comin
encontrar la pérdida de la regidn cromosdémica 18q en un 70% y
50%, respectivamente. Una serie inicial de alteraciones genéticas
como mutaciones puntuales en APC y Ki-ras, y posteriormente en
p53, contribuyen a la progresién de cdnceres de colo-rectal
(Vogelstein et al., 1988).

Fearon y col. (1990) localizaron el gen DCC (por Deleted in
colorectal carcinomas) en el cromosoma 18 en la banda g2l1. Este
gen es muy grande ya que codifica para un ARNm de 10-12 Kb, que
origina una proteina la cual tiene homologia con una de las
proteinas de adhesidén celular neural (N-CAM). La proteina DCC

posee un dominio transmembranal, algunos dominios extracelulares
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del tipo de las irmuncgleoulinas y metivos repetidos de
fibronectina tipo II  (Tanaka et al., 1991). Este tipo de
estructuras sugieren gue la proteina DCC interviene en adhesidn
y/0 invasién metastdsica de las células.

La expresién del gen DCC se encuentra en niveles bajos, en
una amplia variedad de células y tipos de tejidos, incluyendo al
tejido del colén. No obstante, se encuentra reducido o ausente

en mds de 85% de lineas celulares colo-rectales (Fearon, 1992).

El gen p53

El gen p53 comprende 20 Kb y se localiza en el cromosoma 17
banda pl3.1 del genoma humano. Contiene 11 exones y su ARNm es
expresado en todas las células del cuerpo, presentandose altos
niveles en bazo y timo (Oren, 1985).

La proteina llamada p53, comprende 393 aminodcidos en
humano. Es una fosfoproteina nuclear que posee tres dominios
estructurales: 1) Una regidén altamente acidica en el extremo
amino terminal, 2) Una regidén rica en residuos de prolinas
altamente hidrofobica y 3) En la parte carboxilo terminal
contiene aminodcidos bdsicos que le confieren la capacidad de
unioén al ADN y de oligomerizacidn (ya gue esta proteina funcional
forma tetrdmeros), ademds contiene su principal sefial para
transporte al nicleo (Shaulsky et al., 1991).

En general la protefna p53 tiene una vida media corta de
aproximadamente 20 minutos. Normalmente, suprime el crecimiento

de células tumorales e inhibe la transformacién reduciendo
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eficientemente la cooperacidn entre oncogenes tales como c-ras
y c-myc o E1A (Finlay et al., 1989). Sin embargo, la proteina p53
nutada actda como un oncogen y coopera con ras activado en la
transformacion de células en cultivo (Eliyahu et al., 1989). Al
parecer, la estabilidad de la proteina p53 mutada es mayor que
la de la silvestre, ya que tiene un promedio de vida en horas.

Se sugiere gue 1la proteina p53 actia supervisando o
controlando negativamente el ciclo celular, para permitir 1la
reparacion de danos al ADN o errores en las senales de la
divisién celular, ya que se encuentran niveles elevados de esta
proteina antes de la fase S del ciclo celular en células
irradiadas o mutagenizadas (Lane, 1992). Este fendémeno no ocurre
en células en las que p53 estd mutado, fijandose asi las
mutaciones y llevando a la célula hacia transformacién o muerte
celular.

Recientes evidencias sugieren que la funcién de p53 es
actuar como un factor de transcripcidn (Fields y Jang, 1990). Se
ha observado que p53 silvestre regula positivamente 1la
transcripcién de genes que contienen en su promotor una secuencia
consenso (CTGCCTCT) que le permite la unidén de esta proteina al
ADN (Zambetti et al., 1992). Por otra parte, se ha determinado
la represién transcripcional de algunos genes mediada por su
interaccion con factores que se unen a la caja TATA.

Gannon y Lane (1987), demostraron que la replicacién del
virus SV40 es bloqueada por p53 normal. Esta inhibicién es debida

a la interaccién fisica de p53 con la ADNpolimerasa a y con el
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antigeno T grande del virus. 2 anterior .pcya la idea de que p52
pueda unirse al comple io de replicacién controlando el inicio de
la sintesis del ADN.

La inactivacién de la funcién de p53 puede ocurrir por
diferentes mecanismos. El1 mas frecuente es la presencia de
mutaciones del gen p53, ya gue se han reportado este tipo de
alteraciones en una gran variedad de cdnceres humanos (Marshall,
1991). La gran mayoria de estas mutaciones se localizan en
regiones altamente conservadas (Levine, 1993). Otro mecanismo
ocurre cuando alguna de las proteinas virales, antigeno T grande
de SV40 (Lane y Crawford, 1979), E1B de adenovirus (Sarnow et
al., 1982) o E6 de papilomavirus humano (HPV) tipo 16 y 18
(Werness et al., 1990), se unen a p53 e interfieren con su
funcién (determinando su degradacidn en el dltimo de los casos).
Un tercer camino es la sobreexpresién de la proteina oncogénica
codificada por el gen mdm-2, la cual aumenta la formacién de
tumor y se une a p53 (Momand et al., 1992). El cuarto mecanismo,
encontrado en algunos canceres de mama, es la localizacidn de la
proteina p53 normal en el citoplasma celular, impidiendo llevar

a cabo su funcién en el nidcleo (Shaulsky et al., 1991).

El gen de Retinoblastoma (RB)

El conocimiento sobre la existencia de los genes supresores
de tumor, se inicié con los estudios epidemiolégicos de Knudson
(1971) en tumores de retinoblastoma, asi como los primeros

mecanismos moleculares de tumorigénesis en formas heredables. Por
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ello es el prototipo mas estudiedo en la categoria de los genes
supresores de tumor. Retinoblastoma es un cédncer poco frecuente
que afecta uno de cada 20,000 infantes (Weinberg, 1988). Sin
embargo es el tumor intraocular mds comin de la ninez.

Knudson (1971) propuso dos posibles procedencias de los
genes mutados involucrados: por herencia de un progenitor o por
mutaciones somdticas (Weinberg, 1988).

En retinoblastoma familiar, los individuos afectados heredan
un alelo mutante de padres afectados, ocurriendo una segunda
mutacién en forma somdtica que inactiva el alelo normal heredado
del otro padre. Esta forma ocurre en un 40% de los casos en
infantes de alrededor de 14 meses de edad; estos tumores son
siempre bilaterales (en ambos ojos al mismo tiempo) y estos ninos
con frecuencia desarrollan posteriormente una segunda neoplasia,
cominmente un osteosarcoma.

En la forma esporadica (60%), se involucran dos eventos de
mutacién somdtica de los cuales, el segundo ocurre en células
descendientes que recibieron la primera mutacién. Los tumores se
dectectan en infantes de aproximadamente 30 meses de edad; son
unilaterales (un solo ojo) y en estos casos por lo general,
ocurre solo este tipo de cancer.

En algunos casos de tumores de retinoblastoma ya sea
unilateral o bilateral, existe una delecién de la banda gl4.1 del
cromosoma 13 en todas las células somdticas (Francke et al.,
1978, Balaban et al., 1982), lo que sugiere la presencia del gen

RB en esta regién cromosémica. Este locus se localiza junto al
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gen para la enzima D erterasa.

El gen de Retinoblastonra {RB) comprende aproximadamente 200
Kb y contiene 27 exones. El transcrito de ARNm es de 4.7 Kb y
solo 2.7 Kb del extremo 5’ codifican para una proteina, plO05*®,
de 928 aminoacidos (Lee et al., 1987a) (Fig. 1). Es una proteina
nuclear gque se encuentra fosforilada o desfosforilada,
dependiendo de la fase del ciclo celular, y se expresa en todos
los tejidos (Friend, 1986; Lee et al., 1987b).

El gen RB se encuentra mutado o deletado en otros tipos de
tumores humanos y lineas celulares establecidas a partir de
ellos, que incluyen osteosarcomas (Hansen et al., 1985), sarcomas
de tejido blando (Horowitz et al., 1990), carcinomas de células
pequenas de pulmén (Harbour et al., 1988), cdnceres de mama (Lee
et al., 1988), carcinomas de préstata (Bookstein et al., 1990a)
o vejiga (Horowitz et al., 1989), algunas leucemias (Furukawa et
al., 1991) y carcinomas cervicales (Scheffner et al., 1991). Lo
anterior sugiere que las mutaciones del gen RB estdn involucradas
en la oncogénesis en estos casos y que contribuyen al fenotipo
maligno.

Existen diferentes tipos de lesiones que parecen estar
involucradas con la inactivacidén del locus RB: deleciones grandes
gue abarcan aproximadamente el 30% del gen; alteraciones en el
procesamiento del ARNm, resultado de la delecidén de alguin o
algunos exones; mutaciones puntuales y deleciones pequenas en el
promotor (Marshall, 1991) gque afectan secuencias posibles de

reconocimiento a factores de transcripcién.
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Figura 1. Estructura del ge: de retinoblastoma RB, el transcrito de
ARNm y de la proteina pl05™. El gen es de aproximadamente 200 Kb,
contiene 27 exones (siendo el dltimo exdén el mas grande, 1889 pb)
y 26 intrones gque abarcan de 80 a 70500 pb. En el promotor de RB
existe una secuencia rica en nucledtidos GC, y carece de una caja
TATA tipica; este promotor minimo posee sitios funcionalmente
importantes para la unidén a factores de transcripcién como Spl, ATF
y E2F.

El ARNm mensajero contiene una regién de 2.7 Kb que codifica para
el producto del gen RB, pl05™, gue esta flanqueada por una
secuencia corta no traducida hacia el extremo 5’, y por una regién
larga (2 Kb) hacia el extremo 3’, donde se encuentran las senales
y sitios de poliadenilacidén (AUUUA).

La proteina Rb de 928 aminodcidos, contiene cinco sitios de
reconocimiento para la cinasa p34cdc2 en los residuos de serina (S)
y treonina (T). Existen dos dominios consecutivos denominados A y
B (aminodcidos 393 a 572 y 646 a 772), esenciales para la unién con
las proteinas oncogénicas E1A de Adenovirus, antigeno T grande de
SV40 y E7 de HPV. Estos dominios se encuentran mutados o deletados
en una variedad de tumores humanos y lineas celulares derivados de
éstos. Los dominios A y B asi como la regidén carboxilo terminal son
necesarios para la interaccidén con el factor E2F. En el exén 25
estd una senal de localizaciodn nuclear (SLN). La proteina posee una
regidén estructural denominado "cierre de leucina" que se requiere

para la interaccién estable entre proteinas.
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La inactivacién del gen RB, por tanto, estd a:tociada con la
etioclogia de muchos tipos de cancer humano y por consiguiente,
con la progresidén neoplasica, lo que clasifica a RB como un anti-
oncogen, oncogen recesivo o gen supresor de tumor (Lee et al.,
1988; Robbins et al., 1990). La introduccidén y expresién de un
gen RB exdgeno en lineas celulares con delecidén o mutaciones en
el gen RB, da como resultado una inhibicidén significativa del
crecimiento en cultivo "in vitro" y la supresién de tumor "in
vivo" (Banerjee et al., 1992; Bookstein et al., 1990b).

Las caracteristicas de la proteina Rb y su funcién son de
gran relevancia para este trabajo por lo que se mencionard a

continuacién con mayor detalle.

ANTECEDENTES
CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO DEL GEN RB (pl05™)

La proteina pl05* contiene diferentes regiones importantes
para su funcidn: 1) exhibe una actividad de union inespecifica
al ADN entre los aminodcidos 612 y 928 (Lee et al., 1987b), 2)
dos regiones ricas en residuos de prolina -codificadas en los
exones 1 y 23- caracteristico de algunos oncogenes nucleares, 3)
dos "dedos de zinc" codificados en los exones 17-18 y 20-21, 4)
cinco residuos de serina y treonina fosforilables y 5) una sefal
de localizacién nuclear en el exén 25 (Fig. 1).

Existen dos regiones de la proteina Rb necesarias para la
interaccién estable proteina-proteina. Estas regiones denominadas

A y B (aminodcidos 393 a 572 y 646 a 772, respectivamente) son
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importantes para la irteracc’ én de pl05" con ciertas proteinas
celulares y con proteiias de virus oncngénicos (Hu et al., 1990;
Huang et al., 1990; Kaelin et al., 1990).

En la mayoria de los tumores, pl05®™ es afectada en una o en
las dos regiones conservadas, principalmente por delecidén en los
exones 13 al 17 (Hu et al., 1990; Zacksenhaus et al., 1993). En
otros casos, ocurren mutaciones puntuales en diferentes regiones.
Asi, Kaye y col. (1990), demostraron que en células pequenas de
pulmén una mutacidén puntual en el coddén 706 dentro del exén 21
de Rb, es suficiente para generar un proteina funcionalmente
inactiva.

pl05™ es una fosfoproteina nuclear gque tiene afinidad al
ADN y cuyos estados activos funcionalmente estdn determinados por

el grado de fosforilacidén durante el ciclo celular.

pl05®™ Y CICLO CELULAR

En cada divisidn de una célula eucarionte, en la fase G1 del
ciclo celular, una senal determina si se continda a una nueva
fase de sintesis o indica la salida del ciclo para entrar a un
estado guiescente o de reposo, denominado GO.

Estas sefiales incluyen a los factores de crecimiento y a
otras factores que activan la expresién de genes especificos para
promover o restringir la proliferacién celular. Una vez que la
célula comienza una nueva divisién, se requiere la activacién de
otros genes que regulen la progresién a través del ciclo celular.

Algunos han sido inicialmente identificados en levaduras y mas
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recientemente ¢n células de mamiferos. La expresior de proteinas

cinasas y una serie de ciclinas estdan involucradas en la

transicién de la fase GO/Gl a S en células de mamifero, o G2/M

en todas las células eucaridticas (Lees et al., 1991). Tres

ciclinas de células de mamifero (C, D y E) se expresan en la fase

Gl, mientras gue solo una (A) se expresa en la fase de mitosis.
FOSFORILACION DE pl05%

La fosforilacién juega un papel critico en la regulacién de
la actividad de 1la proteina Rb. Varios investigadores han
observado que la forma hipofosforilada de pl05™ (estado activo)
estd involucrada en prevenir o restringir a la célula de la
transicién de la fase Gl a S y a divisién celular (Buchkovich et
al., 1989; Chen et al., 1989; Cooper y Whyte, 1989). DeCaprio y
col. (1989), han observado en cultivos celulares sincronizados
que plo5"™ se encuentra hipofosforilada durante la fase G1,
incrementando gradualmente el nivel de fosforilacién durante la
mitad de esta fase hasta llegar a la fase S, donde se encuentra
sélo hiperfosforilada y se mantiene asi en G2/M del ciclo
celular. En la fase temprana de Gl pl05* se desfosforila y al
parecer un estado desfosforilado de pl105*™ induce a la célula
permanecer en estado GO (Fig. 2).

Este patrén de fosforilacién ciclica de pl05*®, se debe a la
participacidén de una proteina cinasa, p34 cdc2, cuya actividad
es regulada por su estado de fosforilacién y por la unién a
proteinas accesorias, las ciclinas (Devoto et al., 1992). La

expresioén de una ciclina en un punto especifico del ciclo aumenta
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Figura 2. Modelo de regulacién de pl05™ en el ciclo celular. El
modelo describe las fases del ciclo en células normales (flecha
obscura) e infectadas con adenovirus (flecha clara). En la fase G1
del ciclo celular pl05* se fosforila gradualmente conforme avanza
a S, donde se encuentra hiperfosforilada (forma inactiva),
manteniendose asi en G2 y M. Después una posible fosfatasa retorna
al estado no fosforilado de pl05", permitiendo a las células entrar
a un estado de reposo (GO). Sélo en la fase Gl, la proteina Rb
hipofosforilada (forma activa) es capaz de interactuar con el
factor de transcripcioén E2F en células normales, o con la proteina
ElA en células infectadas con adenovirus. lLa interaccién de Rb con
E2F inhibe la expresién de genes que son regulados por este factor,
mientras que una activacidén sucede por la disociacién de este
complejo proteico ya sea por la hiperfosforilacién de pl05™ (flecha
obscura) o por la asociacién con ElA (flecha clara). En la fase
S/G2, E2F se asocia con otras proteinas celulares (pl07, ciclina A,
cinasa p33cdk2), desconociendo su efecto en la transcripcién. E1A
también puede asociarse a pl07 modificando la actividad de E2F en
células infectadas. Se sugiere pl05™ interactda con otros factores

(pX) inactivando la transcripcién de otros genes.
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la actividad cinasa zdc gu conduce 1+ -a fos.orilacién de
sustratos especificos. Estis proteiras fosforiladas son capaces
de permitir a la célul:i progresar a la siguiente fase del ciclo
celular. La activacién de las cinasas de Rb ccurre justo antes
o posiblemente con la replicacién del ADN. (DeCaprio et al.,
1989). Por otro lado, poco se ha estudiade referente a laé
proteinas gue participan en la desfosforilacién de Rb para entrar
a la siguiente fase Gl, aunque no se descarta la participacién
de una fosfatasa especifica (Hamel et al., 1992).

Por todo lo anterior, es claro que la regulacién de la
fosforilacion de pl05" pueda actuar por si misma como un
regulador de la transicién de Gl a S del ciclo celular. Debido
a esto, la forma activa suprime el crecimiento y la inactivacién
de pl05™ conduce a un descontrol del crecimiento celular.

Interesantemente, pl05"™ se asocia a algunas proteinas
unicamente en su forma hipofosforilada, como el antigeno T grande
de 5SV40 (Ludlow et al., 1989) lo que sugiere gue bloguea la
actividad supresora de Rb, en la fase Gl.

Se han descrito interacciones de pl05"™ con proteinas
producidas por virus tumorales de ADN, sugiriendo gue los
productos de genes supresores de tumor regulan la expresidén de
genes involucrados en la proliferacién o diferenciacién celular,
o controlando los mecanismos biogquimicos gque regulan el inicio

de la sintesis del ADN (Marshall, 1991).
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INTERACCION CON PFOTEINAS VIRALES

Evidencias recientes muestran que el gen RB y su producto,
estan involucrados en un segundo mecanismo de la tumorigénesis:
oncoproteinas especificas de tres virus tumorales de ADN -
adenovirus, virus de simio 40 (SV40) y papilomavirus humano
(HPV)-, forman complejos con pl05* (Hu et al., 1990).

Diversos autores han demostrado gque pl05® interactia
directamente con las proteinas transformantes El1A de adenovirus
(Whyte et al., 1988), el antigeno T grande de SV40 (DeCaprio et
al., 1988) y E7 de HPV tipos 6b, 11, 16 y 18 (Gage et al., 1990;
Minger et al., 1989).

Actualmente se conoce que estas proteinas virales poseen
regiones necesarias considerablemente homélogas, para interactuar
con plo5"™ a través de un motivo LXCXE (donde X es cualquier
aminodcido). Los aminodcidos 99 al 117 comprenden la regién CR2
en el antigeno T grande de SV40 (Ewen et al., 1989); del
aminodcido 37 a 60 y 118 a 137 de la proteina El1A corresponden
a los dominios CR1 y CR2, respectivamente (Egan et al., 1988;
Dyson et al., 1992); y del aminoacido 18 al 37, en E7 de HPV-16,
la regidén CR2 (Dyson et al., 1989). Estas regiones CR1 y CR2, son
también requeridas para la actividad transformante de las
oncoproteinas (Fig. 3).

Existen dos regiones de la proteina Rb para una interaccién
estable proteina-proteina (Hu et al., 1990; Huang et al., 1990;
Kaelin et al., 1990). Una de estas regiones predice un posible

"cierre de leucina" (Fig. 1), una estructura que estda implicada
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Figura 3. Regiones homélogas entre las proteinas de virales ElA de
adenovirus, antigeno T grande de SV40 y E7 de Papilomavirus humano
(HPV). Las regiones de la proteina E1A (denominadas CR1 y CR2), son
necesarias para diferentes funciones: ;} la unién a plOo5™ y otras
proteinas celulares que participan en la regulacién del ciclo
celular; b) la actividad transformante de la proteina viral y c) la
disociacidén del factor de transcripcion E2F en los complejos
proteicos pl05™-E2F y Ciclina A-E2F. Los aminodcidos relacionados
entre las tres proteinas oncogénicas se localizan en regiones
conservadas (principalmente el dominio LXCXE en CR2, donde X es
cualgquier aminocdcido) para la interaccidén con la proteina Rb como

se indican en los recuadros.
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en la capacidad de algupas proteinas para formar hetero- v
homodimeros.

Probablemente los virus infecten células en estado de reposo
y durante las primeras fases infectivas es posible que estimulen
a la célula a entrar en un estado proliferativo que les permita
llevar a cabo su replicacién. A pesar de que cada virus codifica
para proteinas que permiten ciertos aspectos de su.replicacién,
se requiere en general de la maguinaria celular de sintesis de
ADN. Lo mismo ocurre durante la infeccidén por los virus tumorales
de ADN (Adenovirus, SV40 y HPV).

La actividad transformante de los virus mencionados ocurre
en cooperacién con algunos oncogenes celulares como c-ras o c-
myc. No obstante, un evento importante de esta actividad consiste
en que los productos proteicos de genes transformantes al formar
un complejo con 1la proteina Rb udnicamente en su forma
hipofosforilada, antagonizen su funcién supresora del ciclo
celular, permitiendo a la célula infectada entrar a la fase S e
iniciar la replicacién del ADN viral (Ludlow et al., 1989).

Experimentalmente se ha demostrado que el complejo con
plo5™ es esencial en la capacidad de estas oncoproteinas para
transformar cultivos celulares primarios (Horowitz et al., 1990)
e iniciar tumores en animales.

Este mecanismo se observa claramente en lineas celulares de
carcinoma cervical de humano que poseen HPV, en las cuales pl05™
se expresa normalmente, mientras gue en aquellas gue no poseen

HPV, se han encontrado mutaciones en el gen RB que afectan la
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fosforilacién y la union de las oncoproteinas virales a las gue
se unec pl05* (Scheffner et al., 1991).

Al parecer las proteinas virales actuan como inhibidores
competitivos bloqueando la interaccién entre pl05* y un sustrato
importante (proteina celular). Esta hipotesis es comprobada por

la union de E2F con Rb.

pl05*® ¥ MECANISMOS DE ACCION

Varios grupos de investigadores han demostrado e
identificado al menos 8 proteinas celulares con las gue
interactua pl105™. Algunas de estas proteinas interactudan con los
dominios A y B de Rb con los que se unen el antigeno T grande y
ElA, lo gque puede inactivar su funciodn por alteraciones en dicho
dominio o por la unién a un seudoestrato (Kaelin et al., 1991;
DeFeo-Jones et al., 1991; Huang et al., 1991).

Al respecto, sélo se han clonado tres ADNc que codifican
para proteinas RBP1, RBP2 y RBP3 que son capaces de unirse a
PlOSRB "in vitro" tunicamente. Aunque estas proteinas poseen
propiedades similares entre si, aun se desconoce su funcién
(Kaelin et al., 1992).

Para algunos investigadores, la asociacion "in vitro" de
plo5®™ y la proteina c-myc, sugiere que ambas proteinas cooperan
para controlar el ciclo celular (Rustgi et al., 1991). Sin
embargo, sigue siendo desconocida la relacién y la interaccion
entre estas proteinas "in vivo".

Existen evidencias que han demostrado que la proteina Rb
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interactua con proteiias celilares gue reculen la transcripcion
de genes implicados e.n el control del crecimiento (Chellappan et

al., 1991).

INTERACCION CON FACTORES DE TRANSCRIPCION

La regulacion de la expresion de los genes eucaridticos esta
determinada principalmente por la unién de ciertas proteinas a
secuencias especificas del ADN (potenciadoras o "enhancer")
dentro de la regién promotora de determinado gen. Estas proteinas
de unién al ADN se denominan factores de transcripcidn.

La proteina Rb forma un complejo <con un factor
transcripcional gue se une al ADN celular, E2F (Chellappan et
al., 1991) o DRTF (Bandara y La Thangue, 1991). Este factor se
asocia a una o mds proteinas celulares y puede unirse directa o
indirectamente con pl05*, lo que sugiere gue el producto del gen
RB estd involucrado en la regulacién de la transcripcién de genes
celulares.

DRTF fue definido como wun factor de transcripcién
desregqulado durante la diferenciacidén de células F9 de carcinoma
embrionario (La Thangue y Rigby, 1987), mientras que E2F fue
definido con una actividad inducida en células Hela después de
la infeccidén con adenovirus (Kovesdi et al., 1986). Estas
proteinas se unen al ADN en secuencias muy similares (secuencia
consenso: TTTGCGCGCC) y ademds forman complejos con las mismas
proteinas. Si bien E2F y DRTF pueden estar muy relacionadas, los

conocimientos sobre su funcidén se han enfocado mayoritariamente
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a E2F.

E2F fue 1dentificado originalmente como un factor necesario
para la transcripcién del gen E2 de adenovirus (Bagchi et al.,
1989). Actualmente se sabe gue E2F estd involucrade en la
regulacidén de la expresién de genes celulares que controlan el
crecimiento celular, posiblemente en las fases Gl y S del ciclo
celular (Helin et al., 1992).

El factor de transcripcidn E2F posee un dominio de unién al
ADN que comprende del aminodcido 89 al 191. Por otro lado, la
asociacién de E2F con pl05* abarca una regién cercana a su
extremo carboxilo terminal entre los aminoacidos 409 y 426 (Helin
et al., 1992).

Un posible mecanismo de la regulacién por E2F es mediante
la interaccién con pl05". A este respecto, E2F forma un complejo
con pl05™ exclusivamente en la fase GO/Gl y desaparece conforme
sucede la fosforilacién de Rb (Chellapan et al., 1991; Mudryj et
al., 1991). La interaccién de E2F con otras proteinas celulares
tales como ciclina A dependiente de cinasa cdk2, pl07, cinasa
p33cdk2 ocurre solo en la fase S (Shirodka et al., 1992).
Probablemente todo el complejo esté participando en eventos de
replicacién del ADN, sin embargo no se ha demostrado con certeza
esta posibilidad (Mudryj et al., 1991; Devoto et al., 1992).

Interesantemente, las proteinas oncogénicas E1A (Bagchi et
al., 1990), antigeno T grande o E7 pueden disociar los complejos
E2F-Rb (Chellappan et al., 1992) y E2F-Ciclina A (Mudryj et al.,

1991), secuestrando a Rb en Gl o a ciclina A en S y liberando a
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E2F del couplejo (Fig. 2).

Por lo tanto, RI: es capa: de modular la accién de este
factor en una célula normal inactivando su funcién cuando se
encuentra formando el complejo Rb-E2F (Weintraub et al., 1992),
lo cual es un importante eventc en la proliferacidn celular.

Mediante ensayos de transfeccidn transitoria se ha observado
que la proteina Rb puede reprimir la transcripcién de genes
celulares importantes asociados con la proliferacién, como c-fos
(Robbins et al., 1990) y c-myc (Pietenpol et al., 1990).

La expresidén de otros genes que codifican para el Factor B
de crecimiento transformante (TGF-Bl), también se ve afectada por
plo5®™. Kim y col. (1991) proponen que la regulacién por Rb
incluyendo a c-fos, es a través de un elemento control de
retinoblastoma (RCE) en los promotores. En estos sistemas, se
sugiere que la regulacidn de la transcripcidén por lé proteina Rb
no involucra al factor E2F, y que el efecto de pl05™ pueda
ocurrir de manera indirecta o previniendo la unién de otros
factores celulares (Hamel et al., 1993).

Es significativamente mds apoyada la idea de dque el
mecanismo de regulacidén negativa de la expresion de genes por
pl0O5® sea mediante la interaccidén con E2F, posiblemente debido
a que el complejo E2F-Rb inhibe la transcripcidn (Hiebert et al.,
1992).

Nevins y col. (1992) indican que E2F es importante para la
regulacién de la transcripcién de varios genes virales asi como

algunos genes celulares involucrados en la replicacién del ADN
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y proliferacion celular, los cuales poseen sitio: de unién a E2F
en su promotor. Estos genes se incluyen en la Tabla 2 (Hiebert
et al., 1991). Sin embargo, sdlo se ha demostrado activacidén
transcripcional por E2F en los genes c-myc y DHFR (Hamel et al.,
1992; Hiebert et al., 1992). Es posible gque pl05™ controle la
expresion de c-myc a través de los sitios de unién a E2F. (Bagchi
et al., 1991).

El mecanismo de la regulacién de la transcripcién por pl05™
aln no se conoce totalmente. No obstante, es de gran interés
demostrar si realmente pl05*™ pueda actuar como regulador
negativo de la transcripcion en otros genes virales o celulares

importantes mediante ensayos de expresion "in vivo".

OBJETIVO GENERAL
Demostrar la participacién del producto del gen RB en la

regulacién de la transcripcién de genes celulares y virales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar el plasmido pCMV-RB.S.

Analizar el efecto de Rb sobre la actividad transcripcional

de promotores celulares (albimina y c-myc) y virales (Temprano

de SV40, TK de HSV y HPV-18).
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GEN SECUEN POST ACTLT
CTA CTON VIiIDAD
Dihidrofolato TTTCGCGC +2/+9 *p*
reductasa (DHFR) TTTGGCGC +13/+6
Timidina cinasa TTTGCCGC -105/-112 *h*
ADN polimerasa « TTTGGCGC -128/-135 *b*
c-myb TTTGGCGG -278/-271 kg%
c-myc TTTCCCGC -58/-65 kg *
N-myc TTTCGCGC -130/-137 *a*
TTTGGCGC -142/-134
TTTCGCGC -126/-119
cdc?2 TTTGGCGC -128/-121 *ak
RB TTTCCCGC -186/-179 *a%x
E2 de Adenovirus TTTCGCGC -67/=-60 *C*
TTTCGCGC -36/-43

Tabla 2. Sitios de unién al factor E2F en promotores de genes
celulares que participan en el control del crecimiento (*a*) y
sintesis del ADN (*b*), ademas de promotores virales (*c*). La
posicién de estos sitios se localizan cerca del inicio de la
transcripcién, excepto c-myb.
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METODOL.OGIA

La primera parte de este trabajo fue la caracterizacién del
plasmido pCMV-RB.S (Fig. 4). Esta caracterizacidén consistié en
realizar cortes con endonucleasas de restriccidén para delimitar
el tamano del fragmento de ADN (ADNc) correspondiente al gen de
RB dentro del plasmido. Lo anterior se realizé con la finalidad
de determinar si este ADN clonado, permite la expresidén de 1la
proteina p' 05" con los sitios importantes para llevar a cabo su

funcién biolégica.

CARACTERIZACION DEL ADN

Digestién del ADN con enzimas de restriccidén

El ADN se puede fragmentar previamente al corrimiento

electroforético empleando endonucleasas de restriccién, las
cuales cortan en un sitio y secuencia especifica. Las condiciones
6ptimas de reaccién son la temperatura de incubacidén y la
composicién de la solucidén tampon o amortiguador (adecuado al
tipo de enzima), que tienen que ser controladas estrictamente.

El plasmido pCMV-RB.S se digirié con diferentes enzimas de
restriccién determinando el numero de sitios de corte para cada
una de ellas. Después el fragmento del ADNc de RB clonado, se
separd del vector (pCMV4-RS) cortando con la enzima Hind III.
Estos fragmentos linearizados se purificaron y se cortaron
nuevamente con las enzimas anteriormente usadas (Fig. 4). De esta

manera se indicé la longitud exacta del ADN digerido y separado
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Figura 4. Estrategia de clonacién del plasmido pCMV-RB.S realizada
por Efrain Garrido G. y Nobuo Horikoshi en 1991. E1 ADNc del gen RB
fue clonado en el sitio Hind III del vector pCMV4-RS, el cual se
caracteriza por tener el promotor de Citomegalovirus (CMV) que se
expresa eficientemente en células eucariontes, un potenciador o
"enhancer" transducional del virus del mosaico 4 de alfalfa (&),
una regién con miltiples sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccidén, senales de poliadenilacidn y terminacién de la
transcipcién del gen para la hormona del crecimiento (hgH), los
origenes de replicacién del virus SV40 y del baceteridéfago fl y el
gen de resistencia a ampicilina (Amp®). En pCMV4~RS y en el ADNc de
RB se sefalan los sitios que se conocen para algunas enzimas de

restriccién.
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de acuerdo al tamano por ele:troioresis e geles de agarosa.

Electroforesis en ge.es de agarosa

La separacion de moléculas a través de un soporte inerte
como la agarosa, se realiza al someterla a un campo eléctrico en
donde la migracidn depende de la masa y la carga de la misma
molécula. El corrimiento de la muestra se puede visualizar en el
gel de agarosa empleado un colorante como bromuro de etidio al
colocarlo en una fuente de luz ultravioleta.

De acuerdo a la concentracioén deseada, se pesa una cantidad
de agarosa (Sigma) y se agrega a un volumen determinado de tampon
de TBE (Tris-HCl 89mM pH 7.9, &cido bérico 89mM, EDTA 2mM).
Posteriormente se disuelve en una fuente de calor, dejandose
gelificar (con 0.05 pg/ml de bromuro de etidio) en un carro para
electroforesis con un peine formador de pozos; después se retira
el peine y el gel se coloca en una camara de electroforesis
horizontal qgue contiene TBE.

Las muestras de ADN se colocan con una mezcla de colorantes
indicadores de corrida (Azul de bromofenol 0.02%, xilen-cianol
0.02%, glicerol 50%) en los pozos y se aplica un voltaje
constante que depende de la concentracién y tamafio del gel;
después se visualizan las bandas exponiendc el gel en una fuente
de luz ultravioleta de onda larga.

Purificacién de fragmentos de ADN a partir de geles

Como paso inicial se realiza la digestién del ADN utilizando

enzimas de restriccién para separar el fragmento de interés.

Después se realiza la electroforesis en geles de agarosa en
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tampon de TAE; la extracién de fragmentos de ADN se lleva a cabo
por el método "Gene Clean" (extraccidn por perlas de vidrio)
(Figs 5)a

Se prepara un gel de agarosa al 1.0% en tampon de TAE (Tris-
base 40mM pH 7.9, acetato de sodio 20mM, EDTA 1mM) y se corre
electroforéticamente en el mismo tampon. Se cortan los fragmentos
deseados colocdndolos en un tubo estéril para microfuga con 1 ml
de soluciodn Ioduro de sodio (Nal 6.06M saturada con NaSO,) y se
incuban a 37°C hasta gque se disuelva la agarosa. Se agrega 1 ul
de perlas de vidrio por cada ug de ADN y se resuspende con vortex
incubdndose en hielo durante 20 min; se centrifuga a velocidad
maxima (13,000 revoluciones por minuto [rpm]) durante 30 seg y
se retira el sobrenadante con trampa al vacio. Después se agrega
1 ml de solucién de Nal saturada agitandose con vortex y se
centrifuga durante 30 seqg; se elimina el sobrenadante y se
repiten los tres pasos anteriores con 1 ml de etanol al 70%.
Posteriormente se agregan 10 upl de tampon TE (Tris-HCl 10mM pH
8, EDTA 1mM), se incuban a 37°C durante 30 min, centrifugando 30
seg para recuperar el TE que contiene el ADN de interés.

La segunda parte del desarrollo experimental consistid en
la siguiente estrategia:

Se realizaron ensayos de cotransfeccién en una linea celular
de mamifero con una construccién que permitié obtener niveles
elevados del producto de RB y utilizando como blanco de su
actividad construcciones que poseen los promotores mencionados

regulando la expresion del gen reportero CAT (Cloranfenicol
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SEPARACION DE BANDAS EN GELES DE AGAROSA

RESTRICCION DEL PLASMIDO pCMV-RB.S CON LA ENZIMA HIND III

37°C, 2 HRS.

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1%

20 VOLS 12 HORAS

CORTAR FRAGMENTOS DE ADN ESPECIFICOS

PURIFICACION DEL ADN POR EL METODO DE EXTRACCION CON PERLAS DE

VIDRIO ("GENE CLEAN")

DIGESTION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

ESPECIFICAS

Figura 5. Protocolo de separacion de fragmentos de ADN
especificos (ADNc del gen RB y el vector pCMV4-RS) del plasmido
PCMV-RB.S con la enzima Hind III. A partir de un corrimiento
electroforético en un gel de agarosa al 1%, se separan las bandas
de ADN y se purifican por el método de "Gene Clean".
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acetil-transferasa).

LINEAS CELULARES

Para los ensayos de transfeccidn se utilizé la linea celular
C-33A (establecida a partir de un carcinoma cervical de humano).
Esta linea celular crece en monocapa y se cultiva en un medio
Eagle modificado por Dulbecco y medio de cultivo F12
(proporciones 1:1), suplementado con 10% de suero fetal de
ternera.

asaje y_ tenimiento neas ar

Se elimina el medio de las cajas de cultivo y se lavan las
monocapas dos veces con 5 ml de PBS (NaCl 137mM, KCl 3mM, Na,PO,
2mM, KH,PO, 2mM, pH 7.4). Se les anaden 7 ml de solucidén de
tripsina (Tripsina 0.05%, NaCl 0.8%, KCl 0.04%, Dextrosa 0.1%,
NaHCO, 0.058%, EDTA 0.02%) y se incuban a 37°C por 5 minutos para
permitir el desprendimiento de las células. La suspensidn celular
se coloca en un tubo falcon conteniendo 1 ml de suero fetal, y
se centrifuga por 5 minutos a 3,000 rpm para empastillar las
células. Se retira el sobrenadante y la pastilla se resuspende
en medio Dulbecco-F12 con antibidéticos (Penicilina 50 unidades
por ml, Estreptomicina 100 ug por ml, Gentamicina 50 pug por ml),
suplementado con glutamina 2mM y con 10% de suero fetal de
ternera.

A las cajas nuevas se les colocan 10 ml de medio completo
y se siembran las células a una densidad de 3 a 4 x 10° por cada

caja de cultivo p-100 (100 mm diametro). Las cajas sembradas se
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mantienen en incubacii3n a 37 C con 5% de C(, durante cinco o seis
dias hasta que la monccapa alcance la —onfluencia deseada, ya sea
para ser utilizadas en algun experimento o bien para continuar
con los pasajes de mantenimiento.

Para cajas p-60 (60 mm de diametro) se utiliza la mitad del
volumen de los medios y soluciones y se siembran a una densidad
de 1 a 2 x 10° células por caja, las cuales son utilizadas para

ensayos de transfeccidn.

PLASMIDOS

A. Plasmidos del grupo 1.

Este grupo tiene en comin el poseer regiones de algun gen
gue codifica para algun producto proteico, bajo el control de
promotores fuertes y/o secuencias potenciadoras ("enhancer") que
permiten obtener una elevada expresién de éstos en células
eucariodticas.

El pldsmido pCMV-RB.S posee el ADN complementario del gen
de retinoblastoma, el cual fue clonado (en sentido 5/-3') dentro
del sitio Hind III del vector pCMV4-RS (por Efrain Garrido G. y
Nobuo Horikoshi en 1991). Este vector contiene el promotor
temprano de Citomegalovirus, una copia de un segmento de ARN del
virus de mosaico 4 de alfalfa gue contiene un "enhancer"
transduccional, una regidén con miltiples sitios de corte para
enzimas de restriccidn ("polylinker"), senales de poliadenilacidn
y terminacidén transcripcional del gen para la hormona del

crecimiento y el origen de replicacién de ADN del virus SV40 y
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secuencias "enhancer" de la regidn temprana. Ademds contiene un
gen de resistencia a ampicilina de Escherichia coli y el origen
de replicacién de ADN del bacteriofago f1 (Andersson et al.,
1989) (Fig. 4).

El plasmido pRSV B-gal contiene el gen que codifica para la
enzima B-galactosidasa teniendo como promotor el LTR del virus
del sarcoma de Rous (RSV) (Gorman et al., 1982b). Este pldsmido
sirvio como indicador de la eficiencia de transfeccién para
normalizar los ensayos de CAT.

El plasmido pSG5¢c-FOS contienen el gen que codifica para la
proteina c-fos, clonado en un vector de expresién eucaridtico
(Green et al., 1988).

B. Pldsmidos del grupo 2.

Este grupo consiste en construcciones que poseen el promotor
de algun gen eucaridtico, ya sea celular o viral, clonados al
frente del gen reportero CAT que codifica para la enzima
cloranfenicol acetil-transferasa.

Este gen reportero codifica para una actividad enzimatica
unica gque se distingue de la mezcla de proteinas intra o
extracelulares.

La capacidad transcripcional de los promotores probados es
estimada cuantitativamente de 1la actividad "in wvitro",
generalmente de manera proporcional, del producto del gen
reporteroc en un medio de cultivo o derivado de un extracto
celular mediante un ensayo rdpido, sensible y muy estable. Por

lo tanto, la actividad del producto del gen reportero comprueba
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el efecto de elementos de =~ontrol regulatorio o elementos
potenciadores transcripcionales de los ADN a estudiar (Alam y
Cook, 1990).

La region promotora de los plasmidos del grupo 2, es
considerada como posible blanco del producto del gen de
retinoblastoma.

El plasmido pE, contiene la regidén de -156 a +16 (Eco RI-
HincII) del promotor del gen que codifica para la albuimina de
rata (Heard et al., 1987).

El pMYC-CAT, contiene el fragmento de =100 a +71 con
respecto al sitio de inicio de transcripcién Pl del gen de c-myc
humano (Pietenpol et al., 1990).

El plasmido pGC9, construido por Sonogosti y col. en 1982
(Takahashi et al., 1986), posee el sitio de poliadenilacién y el
intrén del antigeno t pequeno de 5V40.

E1 pl8/42, contiene como promotor a la Regién Larga de
Control (LCR) natural del papilomavirus humano tipo 18, que
abarca la regién de -6929 a +124 (fragmento HindIII-BamHI)
(Thierry et al., 1987).

El pldsmido pTKm, contiene las secuencias gque abarcan un
fragmento de -109 a +55 (Sau 3A-BglI) del promotor de la timidina
cinasa del virus herpes simple (TK-HSV), clonado en el vector de
expresidén pSBl (Thierry et al., 1990).

El pAP1l, es una construccién en la que utilizando como base
el plasmido pTKm, se clondé un sitio AP1 (5/-TGACTGA-3') del LCR

de HPV-18 en el extremo 5’ del promotor TK (Thierry et al.,
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1992).

La construccién basica de estos plasmidos fueron descritos
por Gorman y col. (1982a), gque incluyen tanto el intrén del
antigeno t pequeno de SV40 situado en el extremo 3’ de CAT como
el origen de replicacidén y el gen de resistencia a ampicilina de
pBR322.

Como plasmido acarreador, se utilizé pGEM-4Z o pUC 19 para
completar la cantidad total de ADN en pg a transfectar. E1 pGEM-
47 posee 2800 pb, contiene el gen de resistencia a ampicilina y
un sitio de restriccién miltiple al igual gue el plasmido pUC 19,

el cual posee 2686 pb. (Yanish-Perron et al., 1985).

Preparacioén de Pldsmidos.

A. Bacterias competentes

La preparacién de bacterias competentes, asi como su
transformacién con ADN plasmidico y la purificacién de éste, se
realiza esencialmente como lo describen Maniatis y col. (1982).
Todos los plasmidos se mantienen en bacterias Escherichia coli
de la cepa DH5a. Previamente a la transformacién, es necesario
la preparacién de bacterias competentes, ya que E. coli no es
normalmente permisiva a la entrada de ADN extrano y requiere para
ello un tratamiento con iones como Ca'* o Mg''. De esta manera,
las bacterias se precultivan toda la noche a 37°C en medio SOB
(Bacto-triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.05%, pH
7.5) en presencia de MgSO, 10mM. Posteriormente se inoculan 500

1l de este precultivo a 50 ml de medio SOB en presencia de MgSo,
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10mM, continuandose la incubacion en agitacién a 37°C hasta
alcazar la densidad 6ptica de 0.5 a 550 nm. Luego se transfiere
el cultivo a tubos estériles tipo falcon y se refrigeran un
minimo de 10 minutos. Se empastillan las bacterias a 2500 rpm
durante 12 min. a 4°C y se elimina totalmente el sobrenadante.
La pastilla se resuspende en 16 ml de amortiguador RF1 (KAc 30mM,
RbCl, 100mM, CaCl, 10mM, MnCl, 50mM, glicerol 15%, pH 5.8) y se
incuba por 15 min en hielo. Se vuelve a empastillar a las mismas
condiciones anteriores y se resuspende la pastilla en 4 ml de
amortiguador RF2 (MOPS (3-[N-Morfilino] dcido propano sulfdnico}
o PIPES {piperazina-N, N’-bis [2-4cido etanosulfénico]; 1,4-4dcido
piperazina dietanosulfénico} 10mM, cCaCl, 75mM, RbCl, 10mM,
glicerol 15%, pH 5.0), incubdndose nuevamente a 4°C por 15 min
y se distribuyen en alicuotas de 200 pl, en tubos estériles
preenfriados almacenandolos a -80°cC.

La preparacién de soluciones y la realizacién de este método
se llevan a cabo en condiciones estrictas de esterilidad.

B. Transformacién de bacterias E. coli

A una alicuota de 200 pl de suspensidén de bacterias
competentes, se afiaden 1 a 10 ng del ADN plasmidico y se incuba
en hielo durante 20 min. La mezcla se incuba a 42°C por 90 seg,
e inmediatamente se regresa al hielo dejandolo por 2 min. Se le
adicionan 800 ul de medio SOC (SOB complementados con glucosa
0.4% y MgSO, 10mM) y se incuba en agitacién durante 50 min a
37°C. Se espatula directamente con 50 pl este cultivo en cajas

con medio agar-luria con el antibiético correspondiente (para el
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que le proporcione resistencia la presencia del pldsmido); el
resto del cultivo se centrifuga durante 3 min y la pastilla se
siembra de igual manera. Se incuban las cajas por un minimo de
10 horas a 37°C y se seleccionan las colonias transformantes.

De las bacterias transformadas, se crecen minicultivos y se
realiza la extraccidén de ADN, purificandolo con extracciones
fenélicas y etandlicas y realizando digestiones con enzimas de
restriccidén para corroborar la presencia del plasmido empleado
para la transformaciodn.

Una vez seleccionadas las colonias transformantes se
realizan cultivos en gran escala para obtener la mayor cantidad
de ADN plasmidico. Este ADN debe tener la mayor pureza posible
para los ensayos de transfeccion de células eucarioticas, por lo
cual se someten a una doble purificacién en un gradiente
isopicnico de Cloruro de cesio (CsCl). La cuantificacidn de ADN
se realiza por espectrofotometria a una densidad éptica de 260

nm segun Maniatis y col. (1982).

TRANSFECCION Y ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
El dasarrollo reciente de técnicas para transfeccién de ADN
de cultivos celulares ha contribuido a examinar la funcidén de
varios genes de mamiferos. Esto ha sido posible debido al
desarrollo de vectores de expresién adecuada que permiten el
correcto procesamiento de proteinas para su funcidn.
La capacidad de examinar la actividad transcripcional de

secuencias de ADN después de la introduccion de estos elementos
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a células apropiadas, permiren entende- 1a regulacion de 1la
transcripcion de genes de mamifero.

Ensayos de Transfeccion Transitoria

Las transfecciones se efectuaron en células C-33A, sembradas
24 horas antes a una densidad de 5 x 10°® por caja p-60 en 5 ml de
medio Eagle modificado por Dulbecco y F12 (1:1), suplementado con
10% de suero fetal de ternera. Dos horas antes de la transfeccidn
se retira el medic de las cajas sembradas y se agrega medio
fresco para mantener un pH neutro gque se requiere para la
formacién del precipitado. La cantidad de ADN total a transfectar
es de 10 ug siguiendo la metodologia de precipitacién con Fosfato
de Calcio (Wigler et al., 1977).

La cantidad total de ADN antes mencionada incluye alguno de
los plasmidos con promotores celulares o virales clonados frente
a CAT, como indicador de la eficiencia de transfeccidn al pRSV
B-gal, en los casos indicados los posibles transreguladores pCMV-
RB.S y pSG5c~F0S; como plasmido acarreador pUCl9 o pGEM 4Z si es
necesario (Fig. 6).

Los plasmidos se colocan en el fondo de un tubo poliestireno
estéril y se les adiciona 425 pl de tampén HeBS (NaCl 137mM, KC1
5mM, Na,HPO, 0.7mM, glucosa émM, HEPES 21mM, pH 7.05) y se agita
con vortex 3 a 4 veces y manteniendo en reposo hasta llegar a los
10 min; posteriormente se agregan 25 pl de CaCl, 2M por goteo
lento, agitando con vortex continuo durante 10 min. Una vez
realizado lo anterior, se deposita lentamente el precipitado

formado, tratando de que se distribuya homogéneamente en las
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Figura 6. Protocolo de Transfeccion transitoria en células
eucariodticas mediante fosfato de calcio. La cantidad total de ADN
a transfectar incluye a los plasmidos con promotores celulares y
virales frente a CAT (blanco de actividad de la proteina Rb), al
indicador de 1la eficiencia de +transfeccidén (control), a 1los
transreguladores y a los acarreadores cuando es necesario.

El protocolo de transfeccidn por fosfato de calcio y la obtencion
de extracto citoplasmatico (48 hrs post-transfeccién) se realizan
de acuerdo a Wigler y col. (1977). La cuantificacién de proteina
(Bradford, 1976) se realiza antes de ensayo B-galactosidasa
(Herbomnel, et al., 1984) para normalizar el volumen de extracto
citoplasmatico en los ensayos de Cloranfenicol acetil-transferasa
(Kingston, 1991). La cuantificacién de la actividad de CAT (formas
mono- y di-acetiladas del '“C-cloranfenicol) se determina a partir

de un contador en liquido de centelleo (cpm).
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cajas. Después de incubar por 16 hrs a 37°C en un ambiente del
3% CO,, las monocapas se lavan dos veces con PBS y se les
adiciona medio completo manteniéndolas por 24 hrs mas en
incubacién a 37°C con 5% CO,.

En ensayos de transfeccidén transitoria la expresion de los
elementos genéticos se analizan entre 48 y 72 hrs post-
transfeccidén ya que el ADN transfectado no se intregra al genoma
celular.

Obtencién de Extractos celulares

Tanto la obtencidn de extractos celulares como la evaluacidn
de las actividades de B-galactosidasa y Cloranfenicol acetil-
transferasa, se realizaron por las metodologias descritas por
Herbomel y col. (1984) y Kingston (1991), respectivamente (Fig.
6).

48 hrs después de la transfeccidén, las monocapas celulares
se lavan dos veces con 5 ml de PBS a temperatura ambiente y se
adiciona 1 ml de solucién TEN (Tris-HCl 40mM, EDTA 1mM, NaCl
150mM), manteniendo 1las cajas durante 5 min en hielo.
Posteriormente se cosechan las células con la ayuda de un
fragmento de hule estéril y se transfieren a un tubo estéril para
microfuga. La suspensidon celular se centrifuga (13,000 rpm) por
un minuto a 4°C y se elimina el sobrenadante para resuspender la
pastilla en 100 pul de Tris-HCl 0.25M pH 7.5. Luego se obtiene el
lisado celular por tres ciclos de congelamiento (5 min en hielo
seco) y descongelamiento (5 min en bafo a 37°C). El lisado se

coloca en hielo para enfriarse, se centrifuga durante 5 min a 4°C
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y se rescata el sobrenadante dejandolo alnacenado a -20°C hasta
el momento de llevar a cabc la cuantificacién de proteina, los
ensayos de B-galactosidasa y Cloranfenicol acetil-transferasa.

Una vez realizado lo anterior, se requiere gue todos los
extractos de un protocolo contengan la misma concentracidén de
proteina para poder realizar los ensayos enzimdticos.

Cuantificacidn de Proteina por el Método de Bradford

El método (Bradford, 1976) (Fig. 6) permite determinar entre
1 y 100 pg de proteina en un volumen menor de 0.1 ml.

Se toman 5 pl del extracto celular y se ajusta a 0.1 ml con
el tampon Tris-HCl 0.25M pH 7.5, en el que se encuentra este
extracto celular. Se adiciona 1 ml del reactivo de Bradford (Azul
brillante de Coomasie G-250 0.01%, etanol 4.7% 50 ml, &cido
fosfoérico 8.5%), se agita con vortex y después de 2 min de
reposo, se lee a 595 nm en cubetas para espectrofotometro de 1
ml, teniendo como blanco de reaccién 0.1 ml del tampon mas 1 ml
del reactivo. Para determinar los valores de concentracidn de
proteina se usa una curva estdndar de concentracién de albumina
sérica bovina como referencia.

Ensayo de actividad de B-Galactosidasa

Este ensayo se realiza para determinar la eficiencia de
transfeccién en cada caja de células transfectadas, y obtener un
valor confiable en el ensayo de CAT.

B-galactosidasa es wuna enzima gque hidroliza los B-D-
galactosidos, «como sustratos incoloros, los cuales al

hidrolizarse producen productos coloreados (Miller, 1974).
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Se toman 25 pl del extracto celular ajustads por proteina
mas 50 pl de tampén de fosfatos (KC1 10mM, Mg,Cl 1mM, Na,HPO,
60mM, NaH,PO, 40mM, pH 7.0). Se le agregan 1 pul de B-
mercaptoetanol 50mM y 200 ul de ONPG (Ortonitrofenil-
tiogalactosido 4 mg por ml en tampon de fosfatos pH 7.0) como
sustrato de la enzima. Esta mezcla se incuba a 37°C hasta la
aparicién de un color amarillo, adicionando 500 pl de NaCoO, 1M
para detener la reaccidén ya que este reactivo eleva el pH de la
reaccién a 11, en el cual es inactiva la enzima. Posteriormente
se lee en espectofotémetro a 420 nm y se calcula la actividad de
B-galactosidasa (unidades de B-gal) del extracto por medio de la

siguiente féormula:

% Actividad = D.0. x Factor de dilucidén x 100

tiempo en hrs.

Ensayo de actividad Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT)

El volumen de extracto a usar en estos ensayos, estd en
funcién de la actividad de B-galactosidasa observada.

En un tubo de microfuga se coloca el extracto ajustando a
un volumen de 120 pl con tampon Tris-HC1l 0.25M pH 7.5 y se anade
secuencialmente 5 ul de una solucién de 20mM de Acetil coenzima
A (Sigma, almacenada a -20'C durante una semana como maximo) y

2 wl de 'c-Cloranfenicol (0.5 pci), mezclando suavemente e
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incubando durante une hora ' 37°C (estinco en 2] tiempo de 1la
fase lineal de la rraccidnj. Es esta reaccidn la enzima CAT
cataliza la acetilacion del cloranfenicol en posiciodn 1,3 usando
la acetil CoA como sustrato. Al término de este tiempo, se
adicionan 500 pul de acetato de etilo para detener la reaccion y
se agita vogorosamente con vortex durante un minuto. Se
centrifuga a maxima velocidad en la microfuga por 5 min a 4°C y
se recupera la fase organica, la cual se pasa a otro tubo
(teniendo extremo cuidado de no extraer la fase acuosa), dejando
evaporar el acetato de etilo por dos horas en un desecador al
vacio (Speedvac). Posteriormente la pastilla se resuspende en 30
pl de acetato de etilo agitando vigorosamente, se centrifuga unos
segundos y se resuspende con micropipeta (5 veces). Cada muestra
se aplica en una placa de silica gel (fase fija) en puntos
trazados previamente (1.5 cm de distancia entre cada uno y 2 cm
del extremo inferior); esta placa se coloca en un tanque para
cromatografia, el cual contiene una mezcla de cloroformo vy
metanol en proporcién 19:1 equilibrada 24 horas antes (fase
movil), se corre la cromatografia por espacio de 1.5 hrs y se
expone en una placa radiografica por 24 hrs minimo.

Después se revela la placa, en la cual se observan las
formas acetiladas y no acetiladas del '*C-Cloranfenicol debido a
sus diferentes solubilidades en estos solventes orgdnicos. Se
marcan y se cortan las manchas en la placa de silica gel
correspondientes a dichas formas del '‘C-Cloranfenicol; se coloca

cada muestra en un vial con 5 ml de liquido de centelleo (PPO
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{2,5-Difeniloxasol) 0.02M, POPOP {(1,4-bis-2-[5-feniloxasolil]-
Benceno) 8x10°*M) para cuantificarlo en un contador de centelleo
y obtener el porcentaje de acetilacion. Esta actividad de 1la
enzima CAT refleja la actividad basal del promotor asi como el

efecto del transregulador sobre éste.
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FESIJLTADOS
CARACTERIZACION DEL FLASMIDO pCMV-RB.S

El pldasmido pCMV-RB.S tiene un tamano de aproximadamente
9220 pares de bases y contiene el ADNc del gen de retinoblastoma,
clonado frente al promotor de Citomegalovirus, lo que permite una
alta eficiencia de expresidn del producto proteico en células de
mamifero. Esta caracteristica fue sumamente importante para el
desarrollo de este trabajo.

Este pldsmido fue construido por Efrain Garrido y Nobuo
Horikoshi en el Instituto Wistar de Philadelphia, Pensylvania
U.S.A., en 1991 y la estrategia de clonacién se muestra en la
figura 4.

El pldsmido pCMV-RB.S se caracterizé mediante digestiones
con enzimas de restriccién, determinando asi el tamano del
fragmento del ADNc insertado. Este ADNc estda clonado en sentido
5/+3’, dentro del vector de expresién pCMV4-RS gque posee todas
las caracteristicas (senales de expresion) necesarias para
replicar, transcribir y traducir un gen clonado de interés en una
célula eucariotica (ver Metodologia).

Con el programa de computadora PC GENE se obtuvo de la base
de datos "GenBank", la secuencia del gen RB humano reportada por
Lee y col. (1987a), ademds de la representacidén de sitios de
corte para diferentes endonucleasas de restriccién sefalados a
lo largo de la secuencia. Este ADNc se obtuvo a partir del ARNm

completo del gen RB que comprende 4600 pb aislado de una genoteca
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de retina fetal o placenta.

El vector pCMV4-RS posee una regién con miltiples sitios de
clonacién ("polylinker") y se cuenta con un mapa gque presenta los
sitios unicos de corte para diferentes enzimas.

Para digerir el pCMV-RB.S se usaron diferentes endonucleasas
de restriccion, evitando utilizar agquellas gue generaban gran
nimero de bandas (Acc I, Alu I, Dde I, Pac 1), debido a que
poseen miltiples sitios de reconocimiento en la secuencia del gen
RB, y aquellas que cortan el ADN en secuencias diferentes de
reconocimiento.

El ADN se incubé con las diferentes enzimas bajo las
condiciones éptimas de reaccién durante dos horas, se realizé la
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se tomd una
fotografia instantdnea en blanco y negro. Posteriormente, se
midié la distancia de corrimiento de cada banda (cm) y tomando
como referencia las distancias de corrimiento de un patrén de
restriccidén ya conocido, se graficaron e interpolaron los datos
para obtener el tamanc (pb) de cada banda.

En la figura 7 se observa el patrén de restriccién de pCMV-
RB.S con las endonucleasas de restriccidén Cla I, Sac II, Eco RV,
Xho I, Kpn I, Apa I, Hind III, Xba I, Sma I, Eco RI, Pst I, Bgl
IT y Ban I.

La digestién con las enzimas Cla I, Sac 1I, Eco RV, Xho I
y Kpn I generan una sola banda de aproximadamente 9200 pb (Fig.
7 carriles 2 al 7, respectivamente). Esto significa que cortan

en un sélo sitio por lo gue con estas enzimas de restriccidn, es

59



PATRON DE RESTRICCION DEL PLASMIDO
pCMV-RB.S
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Figura 7. Patrén de restriccidédn del pldsmido pCMV-RB.S con
diferentes endonucleasas. La fotografia del gel de agarosa al 1%,
muestra los fragmentos de ADN obtenidos de pCMV-RB.S (carril 1)
para cada una de las enzimas de restriccién que se indican en la
lista presente (correspondientes a los carriles 2 al 14). En el
extremo izguierdo del gel se muestra el corrimiento del marcador de
peso molecular (M de 1 Kb) con sus respectivos tamanos (pb).
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posible linearizar el pCMV-1.B.S (comparanio con el carril 1 no
digerido), lo cual es una condicidén esencial para determinar el
tamano de cualquier ADN plasmidico. Sin embargo, al menos en esta
fotografia no fue posible senalar el tamano de este ADN por el
corrimiento estrecho de los fragmentos de mayor peso molecular
del marcador de peso (1Kb DNA Ladder de GIBCO BRL).

Con 1la enzima Hind III se observan dos bandas de
aproximadamente 4900 y 4317 pb (Fig. 7 carril 8) que corresponden
al vector pCMV4-RS y al fragmento del ADNc del gen RB,
respectivamente. De acuerdo con la estrategia de clonacidén para
obtener el plasmido pCMV-RB.S (Fig. 4), el vector se linearizo
con la enzima Hind III, mientras que en el extremo 5’ del ADNc
de RB se adiciona una secuencia de ADN de reconocimiento para
varias enzimas de restriccidén ("polylinker") de aproximadamente
35 pb, dejando extremos cohesivos para su ligacidn.

Por otra parte, en el pldsmido pCMV-RB.S, de acuerdo a los
resultados del patrén de restriccidén, se obtuvo un fragmento de
4317 pb aproximadamente, contrario al tamano del ADNc completo
de 4600 pb que es lo que se esperaria.

En la posicién 4023 del fragmento de RB se sefiala un sitio
de corte para Hind III (Fig. 4). Es posible suponer gque
probablemente exista una mutacién puntual en este sitio que
impide el reconomiento para esta enzima.

Haciendo un andlisis detallado de la secuencia del gen RB,
se denota que en el sitio 4313 existe una secuencia similar a la

secuencia consenso de reconocimiento para Hind III (cambio de una
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A por un G en la tercera posicidn), lo gque permite sugerir gque
probablemente este sitio es el extremo 5’ del gen RB clonado.

Cuando el plasmido se digiere con las enzimas Xba I y Sma
I, se obtienen dos bandas de aproximadamente 5000 - 4200, y 4950
- 4320 pb, respectivamente (Fig. 7 carriles 9 y 10) mostrando el
mismo patrén de bandas que con Hind III.

Al respecto, es posible suponer que en el "polylinker" de
35 pb arriba mencionado, se encuentren secuencias de
reconocimiento para estas dos enzimas. Ademds en la regién
"polylinker" del vector se encuentran los sitios de corte para
Xba I y Sma I cercanos al sitio Hind III, quedando hacia el lado
3’ del fragmento de ADNc de RB cuando éste ha sido clonado. De
esta manera, se sugiere que también se separan el vector y el
fragmento cuando se digiere pCMV-RB.S con Xba I y Sma I.

La digestén con Eco RI, genera tres fragmentos de
aproximadamente 4340, 3650 y 1260 pb. Este patron sugiere que
existe un sitio dnico de corte dentro de la secuencia del gen RB
y dos en el vector.

El resto de las enzimas generan cuatro fragmentos de peso
molecular aproximados de: 3900, 2100, 1980 y 1230 pb para Pst I;
5500, 1750, 1300 y 850 pb para Bgl II; y 5800, 1220, 1150 y 1060
pb para Ban I (Fig. 7 carriles 12, 13 y 14). De estas tres
enzimas se desconocen sus sitios de restriccién dentro del
pldsmido completo.

Para conocer especificamente el patrén de restriccién para

las enzimas Eco RI, Pst I, Bgl II y Ban I dentro del fragmento
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clonadeo o del vector, se prosiguio a.separar el fragmento del
ADNc del gen RB del vector pCMV4-RS mediante la digestiodn con la
enzima Hind III.

Una vez purificados estos fragmentos de ADN por el método
de purificaciéon con perlas de vidrio ("Gene Clean"), se
sometieron a la digestidn con las mismas endonucleasas para
determinar el sitio de corte posible para estas enzimas y el
tamanno de los fragmentos generados en el ADNc de RB,
principalmente.

En la figura 8 se muestra el patrén de restriccion del
fragmento de ADNc del gen RB y del vector pCMV4-RS. El fragmento
purificado se digirié con las enzimas Sac II, Eco RV, Xba I, Eco
RI, Pst I ¥ Bgl II; mientras gque el vector, con las enzimas Xho
I, Kpn I, Apa I, Xba I, Sma I, Eco RI, Bgl II, Ban I y Cla I.
Esta distribucién de enzimas se realizdé de acuerdo a la posicién
de los sitios de restriccién mencionados.

La digestiones del fragmento con Sac II y Xba I (Fig. 8
carriles 3 y 5 respectivamente) muestran una sola banda que
corresponde al corrimiento del fragmento sin digerir (carril 1).
El sitio de restriccién para Sac II se localiza en el nucleétido
53 de la secuencia de RB y para Xba I se localiza en el
"polylinker" de 35 pb anadido al extremo 5’ del fragmento.

Con lo anterior se sugiere que: 1) Bajo las condiciones de
corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1% no es
posible distinguir fragmentos de ADN menores de 100 pb, gue se

supone se dgeneran de la digestidén con estas enzimas, y 2) Es
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PATRON DE RESTRICCION DEL FRAGMENTO
DE ADNC DEL GEN RB Y DEL VECTOR
pCMV4-RS
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Figura 8. Patrén de restriccion del fragmento de ADNc del gen RB y
del wvector pCMV4-RS. La fotografia del gel de agarosa al 1%,
muestra los fragmentos de ADN obtenidos del ADNc de RB (carril 2)
y de pCMV4-RS (carril 10) para cada una de las enzimas de
restriccién que se indican en la lista presente (carriles 3 al 8 y
11 al 19, respectivamente). La obtencidn de ambos fragmentos a
partir de la digestion de pCMV-RB.S con la enzima Hind III, se
senalan en los carriles 1 y 9. En el extremo izgquierdo del gel se
muestra el marcador de peso molecular (M de 1 Kb) con sus
respectivos tamanos (pb).
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necesario utilizar geles de agarosa de otra concentracidn o geles
de acrilamida para ADN gque permitan lograr mejor y mayor
resolucidén de bandas de bajo peso molecular. Por lo tanto, a
pesar de los resultados, no se descarta la presencia de los
sitios de restriccidn para Sac I1I y Xba I.

En la figura 8 (carriles 4 y 6) se observan dos bandas del
tamano esperado de acuerdo a los sitios de corte para Eco RV y
Eco RI que se localizan respectivamente en los nucleétidos 543
y 903 de la secuencia del gen.

Con la enzima Pst I (carril 7) se observan dos bandas de
aproximadamente 2280, 2200. Ya que se esperaban fragmentos de
2280, 1860 y 260 pb de acuerdo a los sitios de restriccidn de la
secuencia de RB localizados en los nucleétidos 1805 y 2065, el
resultado sugiere que se trata de una digestion parcial, y que
la enzima solo cortd en un sitio (posiblemente en el 2065).

Con 1la enzima Bgl II, se obtienen 4 bandas de
aproximadamente 1980, 1400, 790 y 250 pb. Con ello se deduce que
existen tres secuencias de reconocimiento de esta enzima dentro
del fragmento, las cuales se presentan en los nucledtidos 990,
1834, y 3631 de la secuencia del ADNc del gen RB.

Por otra parte, las digestiones del vector con las enzimas
Kpn I, Apa I, Xba I, Sma I, Bgl II y Cla I (Fig. 8 carriles 12
al 15, 17 y 19, respectivamente) generan un patrén de restriccién
similar al vector sin restringir (carril 10). No obstante, los
sitios de restriccion de estas enzimas se localizan a pocos

nucledétidos del sitio Hind III flangueando hacia el lado 5 (957
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Bgl II, 963 Kpn I, 97, Cla I, y hacia el 3’ (1005 Xba 1, 1016 Sma
I, 1180 Apa I) y forméndo parte del "polylinker" del vector (Fig.
4).

La digestiodn con la enzima Eco RI (Fig. 8 carril 16), genera
dos bandas de aproximadamente 3600 y 1300 pb. El fragmento mds
grande es resultado de una digestion parcial, ya gque se
esperarian tres bandas de acuerdo al patrdén de restriccion del
pldsmido completo obtenido con esta misma enzima. Tomando en
cuenta ademas el tamano de las bandas obtenidas del fragmento de
RB cortado con Eco RI, se sugiere que los dos sitios de
restriccion se localizan aproximadamente en los nucledtidos 1252
y 2512 del vector.

La enzima Xho I también genera dos bandas (carril 11) que
coinciden con el sitio de restriccién localizado en el nucledtido
2007 del vector.

Por ultimo, la restriccidén con Ban I genera cuatro bandas
de peso aproximado de 1600, 1400, 1350 y 1280 pb. Considerando
el patrén de restriccién del plasmido completo, se esperarian
unicamente tres bandas para el vector; sin embargo debido a los
tamano cercanos de las bandas, es probable gque hubiera ocurrido
una digestién parcial correspondiente a cualquiera de estas
bandas. Por ello es recomendable analizar en detalle la secuencia
del vector y determinar los sitios de restriccién que por el
momento no seria correcto inferir.

Con base en los patrones de restriccidén anteriormente

descritos y tomando el sitio 1 a partir del origen de
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replicacidén de ADN del bacteriofago fl dentro del vector pCMV4-RS
(Fig. 4), se determind y elabord el mapa de restriccién de pCMV-
RB.S que se muestra en la figura 9.

Si bien es necesario encontrar aun mds sitios de corte para
diferentes endonucleasas de restriccién, es importante también
determinar su posicién en el mapa que permita usar posteriormente
este pldasmido para subclonaciones que consigan introducir algunas
deleciones o mutaciones puntuales localizadas gque alteren el
producto del gen de retinoblastoma dentro de algunos de los

dominios importantes para su funcién.

ENSAYOS DE TRANSFECCION TRANSITORIA Y ENSAYOS ENZIMATICOS

Para demostrar la participacién del producto del gen RB en
la regulacidn de la transcripcién de genes celulares y virales,
se realizaron ensayos de transfeccion transitoria por el método
de fosfato de calcio en la linea celular C-33A. Esta metodologia
permite examinar la actividad transcripcional de secuencias de
ADN después de la introduccion de estos elementos a células
apropiadas.

C-33A es una linea celular derivada de un carcinoma cervical
humano, gque expresa una proteina Rb mutada. Mediante un andlisis
de los productos de PCR (Reaccidén en Cadena de la Polimerasa)
para esta linea celular a partir del ADNc del gen RB, se encontrd
una delecion de 12 pares de bases en el extremo 5’ del exon 20
(Scheffner et 51., 1991). Este ex6n se localiza dentro de 1la

regién de la proteina Rb necesaria para unirse a la proteina ElA
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MAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pCMV-RB.S
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Figura 9. Mapa de restriccién del plasmido pCMV-RB.S. El mapa
central muestra la representacidn lineal de pCMV-RB.S donde en
sitio 1 corresponde al origen de replicacién del bacteriofago f1,
e indicando el ADNc del gen RB dentro del vector pCMV4-RS (barras
grandes). A partir del sitio 1 y de acuerdo a los sitios de
restricciéon del ADNc de RB y de pCMV4-RS ya establecidos, se
senalan la posicidn para cada una de las enzimas de restriccidén en

pPCMV-RB.S.
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de Adenovirus.

A) Eficiencia de Transfecciodn

La eficiencia de transfeccion de cada caja de cultivo
celular es variable dependiendo de la concentracidén de ADN
plasmidico que haya entrado a la célula como precipitado de
fosfato de calcio.,

El plasmido pRSV B-gal gue posee el gen que codifica para
la enzima de B-galactosidasa, sirvié como marcador de la
eficiencia de transfeccidn detectando la actividad de su producto
proteico 48 horas post-transfeccién mediante un ensayo
enzimatico.

Para determinar la cantidad optima de pldsmido pRSV B-gal
gue se debe utilizar en cada transfeccidn en la linea celular C-
33A, se realizaron ensayos de transfeccién en cultivos en cajas
de 60 mm de diametro (p60) utilizando concentraciones crecientes
de pRSV B-gal (1, 2, 3 y 5 ug de ADN) y completando a una
concentracidén final de 10 ug de ADN totales con el pldasmido pUC
19 para completar por cada caja de cultivo. Se realizaron tres
repeticiones de este protocolo.

En este ensayo, los extractos celulares se ajustaron a la
misma concentracién de proteinas totales entre las muestras
transfectadas con la misma cantidad de ADN. Para monitorear 1la
actividad enzimdtica de B-galactosidasa, resultante de la
degradacidn del ONPG en galactosa y orto-nitrofenol, se midié la
densidad d6ptica a 420nm. Con estos valores junto con el tiempo

de incubacidn (2.5 hrs.) y el factor de dilucién de la reaccidn
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(10), se calculé 1la actividad en unidades dce B-gal (ver
Metodologia).

En la grafica 1 se observa la expresién del pldsmido pRSV
B-gal transfectado en células C-33A. El grafico ilustra que los
valores de actividad enzimdtica de RB-galactosidasa aumentan
porporcionalmente con la concentracién de ADN transfectado. Asi,
las unidades de B-gal resultantes son de 64, 90, 132 y 297 con
1, 2, 3y 5 ug de ADN transfectados, respectivamente (Tabla 3).

A pesar de que se esperaria obtener un pico de actividad
enzimatica con cantidades bajas de pRSV B-gal, como se ha
observado transfectando otras lineas celulares tales como COS y
SW13 (Guido, 1991), en la linea C-33A aun es posible utilizar
hasta 5 ug de ADN sin observar un decaimiento en la actividad de
B-galactosidasa.

Para los posteriores ensayos de transfeccién transitoria,
se usaron 2 ug de ADN de pRSV B-gal siendo la concentracién menor
que permitié detectar una apreciable actividad enzimatica bajo
las condiciones de reaccidén realizadas (ver Metodologia). Esta
actividad no se encuentra afectada cuando se cotransfectan otro
grupo de plasmidos (ver mds adelante), incluyendo a pUCl1l9 que se
utilizé en todos los ensayos como pldsmido acarreador para
completar 10 ug de ADN totales.

De esta manera, midiendo la concentracidén de proteinas
totales y con los valores de actividad B-galactosidasa, se
normalizaron los volumenes de extractos utilizados en el ensayo

CAT, reflejando asi las diferencias en la expresién de promotores
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EXPRESION DEL PLASMIDO pRSV B-gal TRANSFECTADO EN CELULAS C-33A.
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Grafica 1. Expresién del plasmido pRSV B-gal transfectado en
células C~33A. El pRSV B-gal que contiene el gen que codifica para
la enzima de B-galactosidasa, se utiliza como control para
determinar la eficiencia de transfeccién. La grdfica indica que la

concentracion de ADN transfectada (ug de ADN) estd en relacidén con

la actividad de la enzima (unidades B-gal).
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CONCENTRACION DENSIDAD OPTICA ACTIVIDAD
(Bg/pl) (420 nm) (U. B-gal)

1. 0.160 64

2 0.225 90

3 0.330 132

5 0.742 297

Tabla 3. Obtencidén de la concentracién oOptima necesaria del
pldsmido pRSV R-gal para utilizar como control de la eficiencia de
la transfeccién en la linea celular C-33A. La cantidad de pRSV B-
gal se completé con el pldasmido pUC19 a una concentracién de ADN
total de 10 ug por caja de cultivo p-60 (60mm) transfectada. Para
monitorear la actividad enzimatica de B-galactosidasa (unidades de
B-gal), se midié la densidad oéptica a 420 nm, tomando en cuenta
ademds, el factor de dilucidn de la reaccidén (10) y el tiempo de
incubacidén (({2.5 hrs) (ver metodologia}).
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de los genes estudiados.

B) Efecto de pCMV-RB.S en 1la transcripcién de genes
celulares y virales.

La participacidén de la proteina de retinoblastoma (pl05*®)
en la regulacidén de la transcripcién de genes celulares se ha
demostrado basicamente por dos evidencias: 1) Mediante ensayos
de transfeccidén transitoria se observé que pl05®™ reprime la
transcripcién de genes celulares como c-fos (Robbins et al.,
1990) y c-myc (Pietenpol et al., 1990), y 2) En ensayos de
interaccién de proteinas "in vitro" e "in vivo", se demostrd la
interaccién de la proteina Rb con el factor de transcripcion E2F
(Chellappan et al., 1991).

Es probable gque pl05™ esté regulando algunos otros genes
importantes para el crecimiento celular. Cuando una célula ha
sido infectada por un virus, es posible que pl05" también regule
la expresién de los genes virales en el hospedero apropiado.

Para demostrar la funcién regulatoria de la proteina Rb
sobre la expresion transcripcional de genes celulares y virales,
se realizaron cotransfecciones en la linea celular C-33A. Para
ello, se utilizaron construcciones plasmidicas gque poseen
promotores de interés clonados frente al gen reportero CAT, con
el plasmido pCMV-RB.S que expresa en altas concentraciones a la
proteina &z retinoblastoma.

En la figura 6 se muestra la lista de 1los plasmidos
empleados con sus correspondientes promotores clonados.

Inicialmente para determinar la concentracién 6ptima de los
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plasmidos (pMYZ-CAT, -E, pGC3, pi8,42, pTim v pAPl) & utilizar
para obtener una ac'ivicad detectable de cada promotor, se
cotransfectaron en la linei celular C-33A con 3, 4 y 5 ug de cada
ADN plasmidico, junto con 2 ug de pRSV B-gal y para completar a
10 ug totales con pUC 19.

En este ensayo se ajustaron los valores para el ensayo CAT
unicamente midiendo la eficiencia de la transfeccidén (Ensayo B-
gal).

Los resultados mostraron que con 5 pug de ADN de pMYC-CAT,
pE y pl8/42 y con 3 ug de pGCY9, pTkm y pAPl transfectados son
necesarios y suficientes para observar una actividad
transcripcional basal (Fig. 10). Esta actividad se determind
monitoreando la actividad de la enzima CAT, la cual transforma
el cloranfenicol (*C-Cm) en derivados mono y di-acetilados, que
se distinguen facilmente en una cromatografia de placa fina en
silica gel.

Al cuantificar la radiactividad (cpm) de 1las formas
acetiladas con respecto a la forma no acetilada del
cloranfenicol, se calcularon los valores de porcentaje de
acetilacién de la actividad enzimatica de CAT, lo que permitio
comparar cuantitativamente sobre la actividad transcripcional de
los promotores.

Posteriormente se realizaron los ensayos de cotransfeccidn
con el transregulador pCMV-RB.S, con los plasmidos que poseen los
promotores celulares y los virales.

En un ensayo de transfeccién transitoria en células C-33A,
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ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL BASAL DE
PROMOTORES CELULARES Y VIRALES

A.- pMYC-CAT 5Sug
B.- pE Sug

C.- pGC9 3ug

D.- p18/42 5ug

E.- pTKm 3ug

F.- pAP1 3ug



Figura 10. Actividad transcripcional basal de los promotores
celulares y virales. La cantidad de ADN transfectado en células C-
33A para observar una actividad transcripcional basal son de 5 ug
para pMYC-CAT, pE vy pl8/42 y 3ug para pGC92, PTKm y pAPl. Esta
actividad se determina monitoreando la actividad de la enzima CAT,
la cual transforma el cloranfenicol ('‘C-Cm) en derivados mono- y
di-acetilados. Cada construccién plasmidica posee los promotores de

interés clonados frente al gen reportero CAT (Cloranfenicol acetil-

transferasa).
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se cotransfectaron 5 puy de ALN del plisrido pM/C-CAT (el cual
posee el promotor ce.ular del gen c-myc), sin y con 3 ug de ADN
del plasmido transregulador pCMV-RB.S, gue como ya se menciond
posee el gen de RB.

Los resultados de los ensayos de la actividad enzimatica de
CAT en pMYC-CAT demostraron que cuando se cotransfecta junto con
pCMV-RB.S se abate la actividad de CAT (comparada con pMYC-CAT
unicamente), visualizada por una disminucién en la proporcién de
cloranfenicol mono-acetilado (Fig. 11). Estos resultados se
representan cuantitativamente en la grafica 2, donde el 20.55%
y el 4.7% de acetilacién corresponden a la actividad de CAT en
ausencia y presencia de pCMV-RB.S transfectado (Tabla 4).

Este resultado sugiere que pl05*, la cual se expresa con
alta eficiencia por pCMV-RB.S, disminuye eficientemente 1la
transcripcién de ese promotor y por tanto, la expresion de la
enzima CAT. Ademds es probable gue pl05* por alguin mecanismo
regule la expresion en el promotor de c-myc.

Este ensayo resulté ser un control positivo, ya que
Pietenpol y «col. (1990) observé que pl05* reprime 1la
transcripcién de c-myc en ensayos de transfeccién transitoria.

Cuando se cotransfectaron 5 ug del plasmido pE (promotor del
gen de la albumina de rata) junto con 3 ug de pCMV-RB.S, también
se observd una disminucién de la actividad de CAT (Fig. 11). Los
valores de acetilacion corespondientes son de 8.60 y 3.98 sin y
con pCMV-RB.S (Grédfica 2, Tabla 4).

Estos resultados sugieren que la proteina Rb actia sobre el
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EFECTO DE pCMV-RB.S SOBRE LA ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL DE PROMOTORES

CELULARES
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Figura 11. Efecto de pCMV-RB.S sobre la actividad transcripcional
de los promotores celulares. pl05*™ (3ug de ADN de pCMV-RB.S),
reprime la transcripcién del promotor c-myc humano (pMYC-CAT) y el
de albumina de rata (pE). Esta represién se determindé monitoreando

la actividad de la enzima CAT.
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EFECTO DE pCMV-RB.S SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE PROMOTORES CELULARES Y VIRALES.
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Grafica 2. Efecto de pCMV-RB.S sobre la actividad transcripcional
de promotores celulares y virales. La grafica muestra los valores
de actividad de CAT (% de acetilacidén) obtenidos de la actividad de
los promotores celulares de c-myc humano (pMYC-CAT) y de albumina
de rata (pE), asi como del promotor temprano de SV40 (pGC9), de la
regién control de HPV-18 (pl8/42), del promotor de la timidina
cinasa de HSV sin y con el sitio AP-1 de HPV-18 (pTKm y PpAPl,
respectivamente). Esta actividad se compara en ausencia (expresidn

basal) o en presencia (pCMV-RB.S) de pl05™.
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PLASMIDOS CAT PROMOTOR pCMV-RB.S % ACETILACION

pMyc-CAT c-myc - 20.5

+ 4.7

pE albimina de = 8.3

rata + 3.5

pGC9 LTR temprano = 89.0
SV40 + 91

pl8/42 LCR HPV-18 = 27.6

+ 4.5

pTKEm LTR TK de HSV = 40.6

+ 42.2

pAPLl APl de HPV-18 - 22.7

en pTKm + 12.3

Tabla 4. Valores de actividad de CAT obtenida de extractos
citoplasmdticos de células C-33A cotransfectadas con plasmidos
cuyas construccciones poseen promotores celulares o virales
frente al gen reportero CAT, sin (=) y con (+) el plasmido
tranregulador pCMV-RB.S, gque expresa con alta eficiencia el
producto del gen de RB. El % de acetilacién se obtiene de la
relacioén de la radiactividad (cpm) de *‘C-cloranfenicol en su
forma acetilada entre el total de radiactividad (gue incluye
tanto las formas acetiladas y no acetiladas del cloranfenicol),
multiplicado por 100.
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promotor del gen de albimina de rata regulando la actividad
transcripcional.

Por otro parte, se realizaron los ensayos de cotransfeccién
transitoria en las células C-33A con los plésmidos pGC9, pl8/42,
pTKm y pAPl, cuyas construcciones poseen regiones regulatorias
virales (Tabla 4) sin y con el plasmido transregulador pCMV-RB.S.

En la Figura 12 se observa que cuando se cotransfectan 3 ug
de ADN de este pldasmido transregulador con 3 ug de pGC9 o con 3
ug de pTKm, no afecta 1la actividad transcripcional de los
promotores, comparando con la expresién basal (sin pCMV-RB.S).

Mientras gue, una disminucién de la actividad CAT se observa
con el pldsmidos pl8/42 (5 ug) y PpAPl (3 ug) cuando se
cotransfectan con pCMV-RB.S (3 ug). Los valores cuantititivos de
la actividad CAT se muestran en la tabla 4 y se representan en
la grafica 2.

El plasmido pGC9 posee el promotor temprano (LTR) del virus
SV40. Weintraub y col. (1992) demostraron gque la actividad
transcripcional de pSVCAT (Promotor/"enhancer" de SV40) no se ve
alterada por pl05™ en las lineas celulares CCL64 (de epitelio de
pulmén de visdén) y L (de ratdn).

Este resultado es importante ya gque sirvidé como control
negativo del efecto de pl05* sobre la actividad transcripcional
del promotor temprano de SV40 en estos ensayos de funcionalidad.

En el laboratorio donde se realizé este trabajo, se realizan
estudios con el HPV tipo 18 de alto riesgo. Este virus se

encuentra relacionado con el cancer cérvico uterino.
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EFECTO DE pCMV-RB.S SOBRE LA ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL DE PROMOTORES VIRALES
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Figura 12. Efecto de pCMV-RB.S sobre la actividad transcripcional
de promotores virales. pl05* (pCMV-RB.S) abate la actividad
transcripcional de la regién control del papilomavirus tipo 18
(pl8/42) y de AP-1 de HPV-18 en el promotor de la timidina cinasa
del virus herpes simple (pAPl), mientras que no afecta la actividad
de promotor temprano de SV40 (pGC9) ni del promotor de la timidina

cinasa unicamente (pTKm), comparada con la expresidén basal.
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Uno de los principales temas de investigacién ha sido
entender la regulacién transcripcional por los productos de sus
propios genes (E2) (Guido et al., 1992) asi como por factores
celulares (AP-1, NFl). Por ello se ha tomado como modelo al
plasmido pl8/42 gque posee la Regidén Larga de Control (LCR)
natural del HPV-18, que regula la expresidén de los oncogenes del
virus.

En la figura 12 se observa el abatimiento de la actividad
de la enzima CAT de pl8/42 cuando pl05™ se expresa en las
células C-33A. Los valores de actividad de CAT correspondientes
al porciento de acetilacién son de 27.60 y 4.50 cuando se
transfecta sin y con pCMV-RB.S (Grdfica 2, Tabla 4)

Estos resultados sugieren gue pl05™ afecta negativamente la
expresion génica viral, actuando como un requlador
transcripcional sobre la Regién Larga de control del HPV-18.

Para entender un poco mas acerca del efecto de la proteina
Rb sobre HPV-18, se utilizdé el pldsmido pAPl que fue construido
insertando un sitio AP-1 en el extremo 5’ de la regién
regulatoria del gen de Timidina cinasa del Virus de Herpes simple
(TK-HSV). También se uso el pldsmido pTKm gue linicamente posee
esta regién regulatoria frente al reportero CAT.

Cuando se cotransfecta 3 pg del el pldsmido transregulador
pCMV-RB.S con 3 ug pAP1l se observa una disminucién de la
actividad transcripcional, comparado con la expresién basal. Sin
embargo, cuando se cotransfecta con 3 ug del pTKm, no se observa

ningun efecto sobre la actividad transcripcional sin y con 3 ug
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de pCMV-RB.5, 10 cual resulty ser un buen «ontrol para comparar
el efecto de pl05™ solamente sobre .a secuencia AP-1 en este
promotor.

Esta comparacion se observa claramente cuando se cuantifica
la actividad de CAT obteniendo un 40.60 y 42.20% de acetilacion
resultado de la actividad del promotor de TK-HSV en ausencia y
presencia de pl05"®. En cambio los valores de actividad de CAT
disminuyen del 27.70 al 12.30% cuando la proteina Rb afecta la
actividad del mismo promotor con una secuencia APl (Grafica 2,
Tabla 4).

Con lo anterior se sugiere que la proteina Rb afecta la
actividad transcripcional de APl en las células C-33A.

El sitio AP-1 es una secuencia de ADN de reconocimiento para
los factores de transcripcidén c-fos y c-jun, que se localiza en
muchos promotores de genes celulares eucaridticos.

Para entender el mecanismo de represién de pl05™ sobre HPV-
18, se realizaron ensayos de transfeccidén utilizando ademds el
plasmido transactivador pSG5c-FO0S, el cual expresa eficientemente
la proteina celular c-fos.

En células C-33A se cotransfectaron 5 ug de ADN del plasmido
pMYC-CAT y 3 ug de pAPl, cada uno con 5 ug del transregulador
pCMV-RB.S y con 5 ug de este idltimo mas el plasmido pSG5c-FOS.

Los resultados se muestran en la figura 13. En estos se
observa que pl05™ reprime la transcripcién de TK-HSV que posee
el sitio AP-1 del HPV-18 (pléasmido pAPl). Sin embargo, la

expresion del producto de c-fos estimula la actividad
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EFECTO DE pSG5c¢-FOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE
pCMV-RB.S EN PROMOTORES CELULARES Y

VIRALES
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Figura 13. Efecto de pSG5c-FOS sobre la actividad de pCMV-RB.S en
promotores celulares y virales. La expresién de c-fos (pSG5c-FO0S)
estimula la actividad transcripcional de AP-1 de HPV-18 aun en
presencia de pl05" (pCMV-RB.S), mientras que no se recupera la

actividad transcripcional en el promotor celular de c-myc (pMYC-

CAT).
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transcripcional de AP--1 muy similar al estado de expresidn basal,
como se determina con los valores de porciento de acetilacién de
15.12 y 15.11, respectivamente en los ensayos de CAT (Grafica 3,
Tabla 5).

Estos resultados sugieren que posiblemente exista una
inhibicidén de la expresion del gen c-fos enddégeno por pl05™, y
gque esto sea un resultado de la disminucidn en el nivel de
actividad de APl1, gue se recupera cuando hay suficiente c-fos
enddégeno.

En cambio, la sobreexpresién de c-fos no altera la actividad
transcripcional del promotor celular c-myc (Fig. 13), lo cual es
esperado ya gque no posee secuencias AP-1 capaces de estimular su
actividad.

Como ya se ha demostrado pl05* reprime considerablemente el
promotor de c-myc en las células C-33A (Grafica 2). De acuerdo
a los valores de actividad de CAT obtenidos en este protocolo
(Grafica 3, Tabla 5), se observa una ligera reduccién cuando se
co-expresan pl05™ y c-fos. Probablemente la presencia de otros
factores de transcripcién estimulados por c-fos alteren 1la

expresién del promotor de c-myc, aun en presencia de la proteina

Rb.
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EFECTO DE pSG5¢c-FOS SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE pCMV-RB.S EN DIFERENTES PROMOTORES.
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Grafica 3. Efecto de pSG5c¢-FOS sobre la actividad transcripcional
de pCMV-RB.S en diferentes promotores. La grafica muestra los
valores de actividad de CAT (% de acetilacién) obtenidos de 1la
actividad del promotor c-myc (pMYC-CAT) y de AP-1 de HPV-18 en TK-

HSV (pAPl) en ausencia y presencia de pl05™ (pCMV-RB.S) y de c-fos
(pSG5¢c~FOS) .
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PLASMIDOS CAT pPCMV-RB.S pSG5c-FOS % ACETILACION

pMyc—-CAT - - 48.81
+ - 8.26

+ + 3.60

pAFP1 = - 15.12

+ - 6.58

+ + 15.11

Tabla 5. Valores de actividad de CAT obtenida de extractos
citoplasmdticos de células C-33A cotransfectadas con pldsmidos
cuyas construccciones poseen promotores celulares (c-myc) o
virales (TK de HSV) frente al gen reportero CAT, sin (-) y con
(+) el plasmido transregulador pCMV-RB.S, gue expresa con alta
eficiencia el producto del gen de RB. y el pSG5c-FOS que expresa
el producto del gen c-fos. El % de acetilacién se obtiene de la
relacién de la radiactividad (cpm) de **C-cloranfenicol en su
forma acetilada entre el total de radiactividad (que incluye
tanto las formas acetiladas y no acetiladas del cloranfenicol),
multiplicado por 100.
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El ADN complementaric (ADNc) de un gen eucariodtico contiene
solo las secuencias de nucledtidos gque son traducidas en el
producto proteico correspondiente, ya que este es obtenido "in
vitro" a partir del ARN mensajero celular.

La Ingenieria Genética ha hecho posible clonar el ADNc
especifico de un gen en vectores plasmidicos gue generalmente
estdan constituidos por elementos que les confieren la capacidad
de replicarse en bacterias, por algun promotor viral que les
permite transcribir el ADNc en células eucariotas, y senales de
expresion necesarias para la traduccién correcta a una secuencia
de aminodcidos. Este tipo de construcciones han permitido
expresar un ADNc especifico en células eucaridticas con todas las
modificaciones post-traduccionales que se requieren para llevar
a cabo su funcién.

El plasmido pCMV-RB.S posee las caracteristicas antes
mencionadas, y se caracterizé mediante digestiones con
endonucleasas de restriccién. Con base en el patrén de
restriccién obtenido del pCMV-RB.S y de 1los fragmentos
purificados correspondientes al ADNc del gen RB y al vector
pCMV4-RS, ademds de 1la posicién conocida de sitios de
reconocimiento de las enzimas de restriccion, se obtuve el mapa
de restriccion de pCMV-RB.S.

En la figura 9 se muestra el mapa fisico de pCMV-RB.S, donde

el sitio 1 corresponde al origen de replicacién del bacteridéfago
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fl, localizado dentro del vector. A partir de =sta sefhal, se
indican las posiciones de los siguientes sitios de restriccidén:
963 Kpn I; 957 Bgl II; 975 Cla I; 981 Hind III; 1005 Xba I; 1016
Sma I; 1069 Sac II:; 1559 Eco RV; 1919 Eco RI; 2006 Bgl II; 2821
Pst I; 2850 Bgl II; 3081 Pst I; 4647 Bgl II; 5298 Hind III; 5322
Xba I; 5333 Sma I; 5497 Apa I; 5569 Eco RI; 6829 Eco RI; 6324 Xho
L

El plasmido pCMV-RB.S contiene un fragmento de ADNc del gen
RB de 4220 pb (el transcrito de ARNm de RB es de 4700 pb) (Lee
et al., 1987b). A pesar de ello, con esta construccién fue
posible expresar pl05™, y observar sus caracteristicas
funcionales, detectadas mediante ensayos de actividad de
Cloranfenicol acetil-transferasa (CAT).

La secuencia de nucleétidos del ADNc de RB completo de
células normales, comprende los 27 exones gque dan origen a la
proteina Rb funcional (Lee et al., 1987b; Hong et al., 1989). Por
otra parte, McGee y col. (1989) han descrito la organizacion
gendmica del gen RB, gue comprende aproximadamente 200 Kb, donde
se muestra toda la secuencia del locus de RB, detalldndose el
tamano y la posicién tanto de los exones y como de los intrones.

Con base en estas dos secuencias de nucledtidos, se encontrd
que el exén 27 (el exén mds grande del gen RB de 1889 pb), posee
las secuencias que codifican para los dltimos 24 aminodcidos del
extremo carboxilo terminal de la pl05™, y una regién larga no

traducida que incluye los sitios y sefales de poliadenilaciodn.
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El ARNm de 4.7 Kby, cunt:iere una secuer cia corta no traducida
hacia el extremo 5’, seguida de la region codificadora de 2.7 Kb
gque da origen a una proteina de 928 aminoacidos, y finalmente,
una regién grande de 2 Kb no codificadora hacia el extremo 3’
(Lee, et al., 1987Db).

Con estos datos se determind que la regidn codificadora
abarca hasta el nucledotido 2789 del ADNc del gen RB, donde se
localiza el coddn de terminacién de la traduccién. Por lo tanto,
se puede inferir gque el fragmento de 4220 pb del ADNc del gen RB
clonado en el pldasmido pCMV-RB.S incluye toda la secuencia
codificadora, sin afectar en absoluto la estructura y expresién
de pl05.

Aunque no se ha discutido claramente la funcién de 1la
secuencia grande no codificada "in vivo", se sugiere que puede
tener un papel importante en la estabilidad del ARNm debido al
tamano tan grande del transcrito, aumentando asi la eficiencia
de traduccidn.

Las investigaciones en relacién al gen RB se impulsaron de
manera sobresaliente con el descubrimiento de 1los genes
supresores de tumor o anti-oncogenes. La inactivacidén del gen RB
por mutaciones o deleciones en ambos alelos y en consecuencia,
la pérdida funcional de la proteina Rb como un regulador negativo
de la proliferacién celular, sugieren que estd asociado con el
desarrollo de diferentes tumores humanos donde se encuentra
frecuentemente alterado.

Actualmente algunos de los aspectos mas estudiados de pl05™
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es su papel como regulador negativo del ciclo ceiular.

Los ensayos de transfeccidén transitoria realizados en 1la
linea celular C-33A permitieron analizar algunos de los aspectos
moleculares de pl05™ como regulador negativo de la transcripcién
de genes celulares y virales.

La linea celular C-33A derivada de un carcinoma cervical
humano, fue un buen sistema de trabajo debido a su alto potencial
para ser transfectado por el método de fosfato de calcio y sobre
todo, por poseer el gen RB mutado, 1lo cual favorecié en
determinar que el efecto de represién transcripcional de pl105™
es debido exclusivamente al ADN introducido a estas células que
le permitieron expresar una proteina Rb funcional.

Los resultados obtenidos respecto a la actividad de CAT
demostraron efectivamente que pl05* reprime con alta eficiencia
la transcripcién de los dos genes celulares analizados, el
promotor de c-myc y el promotor de la albimina de rata.

El gen c-myc es un proto-oncogen bien caracterizado gque
codifica para un factor transcripcional que estd involucrado en
la activacién la proliferacién celular. Este gen frecuentemente
se encuentra alterado en una gran cantidad de tumores. Sin
embargo, actualmente poco se conoce sobre los elementos
regulatorios en el promotor de c-myc.

Los mecanismos de represién transcripcional de pl05™ ya han
sido analizados por ensayos de transfeccidn transitoria en otros
sistemas experimentales. A este respecto se sugiere que la forma

hipofosforilada de pl05%, la forma activa, reprime 1la
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transcripcion de c-my: ceten endc el ciclo celular (Pietenpol et
al., 1990).

Un elemento de regulacién por el factor TGF-Bl1 (TCE)
localizado en el promotor Pl de c-myc, es también utilizado por
pl05* para reprimir la transcripcién (Pietenpol et al., 1991),
aungue no se conoce claramente el mecanismo.

Existe otro mecanismo de regulacidn por la proteina Rb en
el promotor P2 de c-myc, a través de un elemento de unién al
factor E2F, necesario para la transcripcion de c-myc (Hamel et
al., 1992). La interaccidén de pl05® con E2F forma un complejo
que impide la unioén directa de E2F a la secuencia de
reconocimiento en el ADN TTTCGCGC, decrementando la transcripcién
de promotores regulados positivamente por E2ZF.

De esta manera, se sugiere que pueden presentarse al menos
dos maneras diferentes de control de la expresién del gen c-myc
por pl05®, que dependen de algun modo del ambiente celular donde
se esté expresando c-myc.

La regulacién de c-myc es importante para el transicién
normal a través del ciclo celular, donde pl05® puede regular la
actividad transcripcional de E2F durante la fase Gl y S.

Recientemente se ha demostrado gque pl05® interactua
fisicamente con la proteina c-myc, lo que sugiere gque puede
existir otra via de regulacidén a nivel post-traduccional.

Otro de los genes importantes que regulan el crecimiento
celular es c-fos. Cuando se sobreexpresa pl05®, regula

negativamente la transcripcién de este gen a través de un
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elemento de control a retinoblastoma (RCE) en su promotor,
diferente al sitio E2F y al elemento de control por TGF-B1
(Robbins et al., 1990).

Durante el desarrollo de este trabajo se intenté demostrar
el efecto de pl05* sobre el gen de c-fos en la linea celular C-
33A, sin embargo no se logré expresar el pldsmido que posee el
promotor de c-fos frente al gen reportero CAT. Existen diferentes
posibilidades para explicar este comportamiento: probablemente
es necesaria la presencia de factores esenciales para 1la
activacion de c-fos, gque no son expresados en cantidades
suficientes en la linea celular C-33A; también es posible que
algunos factores presentes en esta linea celular actuien como
supresores, impidiendo la expresién de c-fos.

El gen de albumina de rata ha sido estudiado debido a que
es un modelo atractivo para analizar la expresién de genes tejido
especifico, ya gque se expresa normalmente en el higado de
organismos adultos.

En el promotor de albumina de rata se han identificado,
ademds de la caja TATA, otros elementos regulatorios como el
elemento proximal (PE), la caja CCAAT, y los elementos distales
I, II y III (DELI, DELII y DELIII, respectivamente) (Blumenfeld
et al., 1989). Se han caracterizado algunas de las proteinas que
reconocen a estos elementos. Una de ellas, APF, se expresa
especificamente en tejido hepatico, mientras que otras, como
ACF/NFY, C/EBP y NF-1, se expresan en diferentes tejidos

(Cereghini et al., 1987).
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Curiosamente el factcr “ranscripcicna. NF-1 reconoce una
secuencia consenso muy similar al factor E2F (TTTGGCAA), que en
el promotor de la albumin: de rata se localiza a -120pb del
inicio de la transcripcién. Por lo anterior, se sugiere que esta
secuencia pudiera ser un sitio posible de reconocimiento para
E2F, y que el mecanismo de represién que se observé en los
ensayos de actividad CAT, se deben a que pl05* puede interactuar
con el E2F celular enddgeno y de esta manera, impedir la unioén
de E2F en el promotor para activar la transcripcidén del gen de
albumina.

Para determinar si pl05™ tiene el mismo efecto sobre 1la
actividad transcripcional del promotor de albimina en un contexto
natural, seria necesario utilizar una linea celular derivada de
higado, en donde se encuentran los demas factores que normalmente

se unen al promotor de este gen.

Los virus de ADN han permitido conocer gran parte de los
mecanismos del control transcripcional eucariético, vya que
utilizan la maquinaria de transcripcién celular.

Estos virus infectan por lo general tipos celulares en un
estadio temprano de diferenciacién. Esto les permite iniciar su
replicacién estimulando a las células a entrar en una fase de
proliferacién continua, para continuar con su ciclo de vida.

Se ha determinado gque 1los virus de ADN denominados
tumorales, poseen un papel importante en el proceso de la

carcinogénesis.
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Cada virus contiene genes que codifican para proteinas con
actividad oncogénica, que alteran el control de la proliferacién
celular y promueven la transformacién de una célula normal en
cancerosa.

Los papilomavirus humanos que generalmente se asocian a
carcinoma cervical, poseen una regidn que regula la expresién de
los genes tempranos, incluyendo aquellos con actividad
oncogénica. Esta regidén contiene sitios de interaccidén para
diferentes factores de transcripcioén (celulares y virales), que
controlan las primeras fases de la infecciodn.

Durante la progresién del proceso de carcinogénesis, con
frecuencia los genes que codifican para estos factores
reguladores de la transcripcién (algunos de ellos, productos de
oncogenes Yy anti-oncogenes celulares), son alterados por
mutaciones, deleciones, inserciones o rearreglos. En
consecuencia, la transcripcién de los genes virales tempranos se
descontrola, expresdndose asl de manera constitutiva vy
manteniendo el estado transformado de las células.

De esta manera, se considerd importante analizar el efecto
de anti-oncogenes como Rb sobre la actividad transcripcional de
los promotores de los virus tumorales de ADN SV40, HPV y TK-HSV.

La actividad transcripcional del promotor temprano (LTR) del
virus SV40 no se vio afectada por la presencia del producto del
gen RB (pl05%).

Esta misma observacidén se ha realizado en otras lineas

celulares como CCL64 (epitelio de pulmén de visén) y L (de
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ratén), donde .a actividad t- anscripcional del
promotor/"enhancer" d: SV40 no se afecta por pl05™ (Weintraub et
al., 1992). En estas lineas celulares, Jue expresan la proteina
Rb silvestre, solamente cuando se insertaron dos sitios de unidn
al factor E2F en el promotor temprano de SV40 frente al gen
reportero CAT, existid una considerable disminucién en su
actividad. Estos resultados apoyan fuertemente el modelo de
represion transcripcional de pl05* por E2F.

Construcciones que poseen el promotor tempranc de SV40, han
sido wutilizados con frecuencia para insertar sitios de
reconocimiento a factores reguladores de la transcripcidén vy
demostrar su actividad, ya que este promotor posee elementos
potenciadores que le permiten tener una alta expresidn en células
eucariontes, como se observd en los resultados de la actividad
enzimatica CAT, en la gue se obtuvo alrededor del 100% de
acetilacién.

Es muy probable que si se insertan secuencias blanco para
E2F en el promotor temprano de SV40 analizado en este trabajo y
se analiza el efecto de pl05™ en células C-33A, se tendrian
resultados similares o idénticos a los obtenidos en la linea
celular CCL64. Por otra parte, la actividad transcripcional de
la regién regulatoria del papilomavirus humano tipo 18 (HPV-18)
es claramente reprimida por pl05™ en las células C-33A. Hasta el
momento, en ninguin tipo de HPV se ha reportado esta observaciodn.

Es importante mencionar, que el analisis funcional realizado

mediante los ensayos de actividad de CAT, se efectuaron en una
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linea celular que no expresa Rb funcional y ue ademds es
derivada de un carcinoma cervical (sin HPV).

En general, los papilomavirus humanos se encuentran
asociados a lesiones benignas (HPV de bajo riesgo) infectando
epitelios escamosos de piel o mucosas. Sin embargo, existen
algunos tipos que pertenecen a otro grupo, denominado de alto
riesgo, gque han sido detectados principalmente en neoplasias
intraepiteliales y carcinomas cervicales originadas a partir de
un epitelio estratificado de la mucosa genital (zur Hausen,
1987).

El HPV-18 es uno de los mas importantes tipos de
papilomavirus asociados con cancer cervical, encontrdndose con
frecuencia integrado al genoma celular en tumores cérvico
uterinos y en diferentes lineas celulares derivadas de ellos.

La regidén promotora de los genes tempranos de este HPV (LCR)
regula la transcripcién de los genes E6 y E7, que son las
proteinas con potencial oncogénico y transformante. Este promotor
es el mas estudiado entre los distintos promotores del virus,
respecto a los elementos regulatorios que posee y los factores
celulares y virales gque interactuan con ellos.

Se ha sugerido que la inactivacion de la proteina Rb, ya sea
por mutacién o por 1la formacién de un complejo con la
oncoproteina E7 de HPV-18 pueda ocurrir en diferentes etapas de
la infeccién por HPV. Esto explica que la unién entre ambas
proteinas sea un paso esencial en la carcinogénesis de los

carcinomas cervicales.
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Como se ha mencioladc, E-F puede activi'r genes que promueven
el crecimiento y algunos ovtros que pouseen funciones esenciales
para la replicacién del ALN.

El mecanismo de regulacién de pl05** sobre la region larga
de control del HPV-18 es mds compleja. Esto se debe a que la
oncoproteina transformante E7 del virus puede disociar el
complejo proteico de Rb con E2F, conduciendo a la activacién
transcripcional de promotores celulares gue responden a este
factor.

Sin embargo, el enfogue principal en este trabajo fue
determinar cual es el mecanismo de regulacién negativo de pl05®®
sobre la actividad transcripcional del LCR de HPV-18.

Para determinar si la represion involucraba al factor E2F,
primeramente se buscéd mediante un programa de computadora,
posibles sitios de reconocimiento a E2F en la secuencia de la
LCR, tomando en cuenta la secuencia consenso TTTGGCGC de N-myc.
De esta forma, se localizaron dos sitios en los nucleétidos 7568
y 7580 con un 87.5% y 75% de homologia, respectivamente.

Aunque se necesitan otras evidencias para determinar si
realmente la represidén de pl05"™ sobre el HPV-18 es mediante
estos dos posibles sitios de unién a E2F, se propone el mecanismo
de represién de pl05® por E2F sobre el LCR de HPV-18 es el
establecido en los modelos de los genes celulares c-myc Yy
albimina de rata.

Algunos de las ideas experimentales gque apoyarian este

modelo de represién involucrarian eliminar ambos sitios posibles
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de reconocimiento a E2F en el LCR, ya sea por delecidn cortando
el fragmento de ADN definido con enzimas de restriccidén, o por
mutacién sitio dirigida. Otra opcién seria transferir el
fragmento de ADN que comprende los dos posibles sitios E2F
inicamente del LCR de HPV-18, a un promotor distinto como del
SV40 o del TK-HSV (cuya actividad transcripcional no es
modificada por Rb), para observar si estos sitios les confieren
la responsividad a Rb. Ambas estrategias serian realizadas
mediante ensayos de tranfeccidn transitoria en la linea celular
C-33A y analizadas por ensayos de actividad CAT.

Otros sitios de unién para factores nucleares se han
localizado en la regidén regulatoria del HPV-18. Algunos de estos
factores son CTF, OCT1l, AP-1 y SP1l, los cuales mantienen la
transcripcién temprana de este promotor.

AP-1 es un complejo proteico constituido por heterodimeros
que pertenecen a productos de las familias de genes c-jun y c-
fos. Estos modulan la transcripcidén por su unidén a la secuencia
TGA C/G TCA en la regién promotor/"enhancer" de una gran cantidad
de genes.

En un estudio previo, se demostré la importancia de los dos
sitios AP-1 en el promotor minimo del HPV-18, encontrdndose gue
la alteracién por mutacién en cualquiera de ellos, decrementa
drdasticamente la actividad trancripcional del promotor, en
diferentes lineas celulares incluyendo a C-33A.

Con base en lo anterior, se propone un segundo modelo de

regulacién negativa de la proteina Rb en el LCR del HPV-18,.
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Debido a que pl05" reprire la transcripeidn del gen c-fos,
disminuye directamente la tuncidn de activador transcripcional
de AP-1, posiklemente interfiriendo en la unidén de este factor
al promotor (Robbins et al., 1990).

Esto fue demostrado al observar que pl05"™ reprime 1la
transcripcion del promotor de la timidina cinasa del virus herpes
simple (TK-HSV) cuando se le coloca el sitio AP-1 del LCR del
HFPV-18B.

Los resultados de transfeccién transitoria en las células
C-33A, cuando se expresa pl05® junto con el producto del gen c-
fos, incrementan la actividad transcripcional del promotor AP-1
TK-HSV. Este incremento no se observa cuando el andlisis se
realiza en el promotor celular c-myc donde naturalmente no
existen secuencias AP-1.

Con base en lo anterior, se propone que pl05* reprime el
gen c—-fos enddégeno impidiendo formar el heterodimero jun/fos para
interactuar en el sitio AP-1 del LCR del HPV-18 y activar la
transcripcién. De esta manera, pl05*® requla negativamente la
transcripcién del HPV-18 por una reduccién en el nivel de
actividad de AP-1, resultado de una disminucién en la expresién
de c-fos.

Lo anterior se demuestra cuando se realizan ensayos en los
que se eleva la cantidad de c-fos en la célula (mediante la
expresion de c-fos exdégeno) y se favorece su interaccién con c-
jun endoégeno; aumentando por tanto la capacidad de formar el

complejo AP-1 y activando la transcripcién, aun en presencia de

los



plo5s*™®.
Es necesario acumular aun mas evidencias experimentales para
determinar con certeza este segundo mecanismo de represién por

p105*.
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CONCIL USTON. 53

La Investigacidén en Fiologia y Medicina se ha beneficiado
enormemente con el desarrollo de la Biologia Molecular. Esto ha
permitido iniciar el entendimiento de los mecanismos moleculares
de regulacidén de la expresidn genética.

Evaluar el efecto de plo5™ sobre la actividad
transcripcional de los promotores celulares y virales, es una
pequena aportacidn sobre la definicidén de los mecanismos basicos
de regulacion gue establecen el control de la divisién celular
y un soporte fuerte para entender los mecanismos gque originan el
cancer.

Los estudios moleculares de la participacién de los genes
supresores de tumor o anti-oncogenes, han contribuido a
establecer algunos de los eventos importantes durante 1la
carcinogénesis, principalmente la inactivacién de los genes y la
perdida de la funcién de sus productos.

Con la caracterizacién del plasmido pCMV-RB.S se
determinaron los sitios de corte para diferentes enzimas de
restriccién, dentro del gen RB. A partir de esta construccién
plasmidica, es posible ahora aislar o modificar algunos de los
dominios importantes para la funcidén del producto del gen RB,
plos®®.

Los ensayos de funcionalidad como las transfecciones
transitorias en cultivos celulares eucaridticos, permiten

determinar la actividad de la proteina Rb sobre la transcripcién
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de genes especificos, en un ambiente natural gque permite
comprender mejor su comportamiento "in vivo".

La linea celular C-33A es un sistema apropiado para analizar
la actividad de pl05®, ya que posee el gen RB mutado y no
contiene integrado en su genoma secuencias de HPV.

pl05™ reprime la transcripcién de los genes celulares c-myc
humano y albumina de rata.

Los mecanismo moleculares por los cuales pl05* inhibe, son
apoyados por las caracteristicas de cada promotor, donde la
mayoria establece un modelo de regulacién que involucra al factor
de transcripcion E2F.

p105™ no afecta la expresidén del promotor temprano de SV40
ni el de la Timidina cinasa de HSV, mientras que regula
negativamente la transcripcién de la regién control del
papilomavirus humano tipo 18.

En el caso del LCR de HPV-18, se establecen dos mecanismos
de regulacidén: uno involucra la presencia de dos sitios posibles
de reconocimiento para el factor E2F y otro mediante 1la
disminucién en la actividad de AP-1, ocasionada por la ausencia
de uno de los componentes que forman este complejo proteico, c-
fos.

De esta manera, el efecto de pl05® sobre la actividad
transcripcional de los promotores celulares y virales, permitié
definir algunos de los mecanismos basicos de control

transcripcional.
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GIL.CSARIO

ADN complementario (ALNc): Molecula d= ADN que se sintetiza a
partir de un ARNm, pcr lo gque no contiene intrones. E1 ADNc
determina la secuencia de z@minodcidos de una proteina.

ADN gendémico: Secuencia de ADN que comprende la regién promotora,
los exones e intrones de un gen.

Alelo: Forma alternativa de un gen. En una célula diploide cada
gen tiene dos alelos ocupando la misma posicién (locus) en
cromosomas homdlogos.

Autosomal recesivo: Descripcion de una caracteristica genética,
no ligada al sexo, que puede ser heredable de ambos padres para
ser expresada a nivel fenotipico.

Caja TATA: Secuencia consenso en la region del promotor de muchos
genes eucaridticos en la que se une un factor general de
transcripcién, lo cual especifica la posicién de inicio de 1la
transcripcion.

Cdncer esporddico: Forma de cancer gque ocurre, entre otros
eventos, por la inactivacidn de los dos alelos de un gen supresor
de tumor o anti-oncogen en una misma célula somadtica.

Cdncer familiar: Forma de un cédncer gque puede ser heredable,
debido a la susceptibilidad de mutaciones en el unico alelo
normal de un gen supresor de tumor o anti-oncogen heredado de uno
de los padres.

Carcinogénesis: Secuencia de eventos que convierte una célula
normal en carcerosa.

Carcinégeno o carcinogénico: Agente quimico o fisico que causa
cancer.

Carcinoma: Cancer de células epiteliales. Tumor maligno de origen
mesodermal.

Ciclo celular: Secuencia ordenada de eventos por los cuales la
célula duplica su contenido y se divide en dos.

Cierre de leucina: Dominio estructural presente en muchas
proteinas que se unen al ADN, que consiste de varias leucinas
esparcidas a intervalos regulares, para permitir la formacidn de
un dimero proteico con un dominio similar en otras proteinas.

Clonacién de genes: Insercidén de un fragmento de ADN en un vector
de expresion para producir una molécula de ADN recombinante.

Codén: Secuencia de tres nucledtidos en el ARNm que especifica
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un solo un aminodacido en las proteinas.

Competente: Término usado para describir células que son capaces
de permitir la introduccién d=2 ADN extrano dentro de ellas.

Cotransfeccién: Transfeccidn simultdnea de diferentes pldsmidos.

Cromosoma: Estructura nucleoproteica que contiene los genes
ordenados de una célula.

Cromatografia: Técnica gque permite separar una mezcla de
sustancias o moléculas de acuerdo a su carga, tamano u otra
propiedad bioquimica.

Dedos de zinc: Dominio estructural de varias proteinas de unién
al ADN, que consiste de dos cisteinas y dos histidinas unidas por
un idén de zinc.

Delecidén: Pérdida de un segmento de un cromosoma o de una regidén
pequena de un gen.

Diferenciacién celular: Proceso por el cual una célula va
adquiriendo caracteristicas estructurales Y funcionales
especificas, para llegar a ser un tipo celular especializado.

Divisién celular: Separacién de una célula parental en dos
células hijas. En células eucariotes la divisidén de los nucleos
es seguida por la divisién del citoplasma.

Dominancia: Manifestacidén de un gen en un fenotipo observable de
un individuo.

Dominio: Porcién de una proteina gque tiene una estructura
terciaria independiente del resto de la molécula.

"Enhancer™ (potenciador): Region del ADN que presenta sitios de
reconocimiento para proteinas que estimulan fuertemente la tasa
de transcripcién de un gen.

Enzima de restriccién (endonucleasa): Nucleasa que corta en un
sitio interno de la molécula de ADN de doble cadena, reconociendo
secuencias especificas de nucledtidos.

Electroforesis: Método de separacion de moléculas de acuerdo a
su carga, tamano o forma, a medida que migran en un campo
eléctrico a través de un gel.

Ex6n: Secuencia de un gen eucariote que codifica para aminoacidos
en una proteina.

Expresién genética: Manifestacién fenotipica de 1los genes,
generalmente la sintesis de proteinas.
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Factor de transcripcion: Clua.qguier protei::a requerida para el
inicio y regulacidn de la *ranscripcidén 2n celulas eucariontes.

Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP): Una
variacion en el nimero de sitios de corte para determinada enzima
de restriccion en un locus genetico, resultando una diferencia
en la longitud de los fragmentcs producidos por el corte de la
enzima.

Fusiodn celular: Proceso por el cual la membrana plasmdtica de dos
células se rompen en un punto de contacto entre ellas,
permitiendo la unidén del citoplasma.

Genoma: La informacidn genética total gque lleva una célula o un
organismo.

Gradiente isopicnico: Una solucion de ADN, cloruro de cesio y
bromuro de etidio la cual tiene homogéneamente una misma
densidad.

Heterocigosis: Manifestacion de uno de los alelos diferentes de
un locus genético dado en cromosomas homélogos.

Homocigosis: Manifestacion de uno de los alelos idénticos en un
locus genético.

Inmortalizacién: Proliferacién ilimitada de células para la
formacién de una linea celular en cultivo.

Intrén: Secuencia de un gen que no codifica para una proteina.

Hibrido celular: Una célula somdtica formada por la fusién de dos
células parentales de diferentes origenes.

Kilobase (Kb): 1000 pares de bases.
Linea celular: Poblacidén de células derivadas de un tejido, de
origen animal o vegetal, capaces de dividirse indefinidamente en

cultivo.

Locus: Plural loci; lugar en el mapa genético en el gque reside
un gen particular.

Mapa de restriccidén: Representacién grafica de una molécula de
ADN gue indica los sitios de corte para diferentes enzimas de
restriccidn.

Metdstasis: Esparcimiento o migracién de células cancerosas de
su sitio de origen (de un tumor primario) hacia otro sitio en el
cuerpo, frecuentemente a través del flujo sanguineo o linfatico.

Modificacién post-traduccional: Una serie de cambios que ocurren
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en ura proteina recién sintetizada, por ejemplo glicosilacién,
fosforilacidn, fragmentacidn, etc.

Motivo: Un dominio estructural pequefic que puede ser reconocido
en una variedad de proteinas.

Mutacidén: Cambio heredable en la secuencia de nucledtidos de un
gen en el cromosoma.

Mutacién puntual: Cambico en un sola base en la secuencia de
nucleétidos de un gen.

Oncogénesis: La formacién de un tumor.

Par de base (pb): Una purina o pirimidina de diferentes cadenas
en una doble hélice, que interactdan por puentes de hidrdgeno.
La distancia a lo largo de una molécula de ADN es medida en pares
de bases.

Pldsmido: Molécula pequenia de ADN circular que se replica
independientemente del genoma celular de su hospedero (bacteria).

"Polylinker™: Miltiples sitios de clonacidén en una regién de un
vector de clonacién, que contiene varios sitios de restriccién
contiguos.

Progresiéon : Tendencia de los tumores a convertirse en malignos
a medida que crecen.

Promotor: Secuencia de nucledtidos en el ADN donde se une la ARN
polimerasa para iniciar la transcripcién.

Proteina regulatoria: Generalmente cualquier proteina que se une
en una secuencia esecifica en el ADN alterando la expresién de
un gen.

Proteina oncogénica: Molécula que puede transformar una célula
normal en cancerosa.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica para la
amplificacidén de regiones especificas del ADN mediante miltiples
ciclos de desnaturalizaciodn, alineamiento de oligonucledtidos
gue flangquean esta regidén y polimerizacion del ADN.

Recesivo: Manifestacién de un gen que no expresa su fenotipo
cuando el alelo dominante esta presente, debido a la inactivacioén
o ausencia del producto del alelo recesivo.

Regulacién de la transcripcidn: Control de la expresion de un
gen.
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Sarcoma: Cdncer de tejidc ccnectivo.

Secuencia consenso: Secuaerncia comin de nucledtidos o de
aminoacidos, en la cial cada posicidn representa la base mas
frecuentemente encontrada en comparacidén con otras secuencias.
Esta regidn es capaz de mantenar una misma frncidn en diferentes
moléculas.

Silvestre: Forma no mutada de un gen especifico de un organismo.

Sitio de restriccién: Una secuencia de pares de bases que es
reconocida y cortada por enzimas de restriccion.

Transcripcién: Sintesis de ARNmensajero (ARNm) a partir del ADN.

Transfecciéon: Introduccién de moléculas de ADN dentro de una
célula eucaridtica, permitiendo la expresién de uno o mas genes
del ADN introducido.

Transformacion: Adquisicién de nuevos marcadores genéticos por
la incorporacién de ADN en bacterias. En cultivos de células
eucaridticas se refiere a la adquisicién de las caracteristicas
tumorigénicas debido a un tratamiento con un virus tumoral o un
carcinoégeno.

Translocacién: Relocalizacidén de una parte de un cromosoma dentro
del mismo cromosoma 0 en un cromosoma diferente.

Transrequlador: Pldsmido que contiene un gen que codifica para
una proteina capaz de alterar la tasa de transcripcidén de un gen.

Tumorigénico: Capacidad de una proteina para causar tumores en
animales.

Vector de expresion: Elemento genético, usualmente un virus o
pldasmido, gue contiene secuencias de un gen clonado que codifica
para una proteina capaz de expresarse dentro de una célula
apropiada.

Virus oncogénicos: Particulas que consisten de moléculas de ADN
o ARN encapsuladas con una cubierta proteica. Estos virus son
capaces de replicarse dentro de una célula hospedero y producir
un tumor debido a que poseen genes que codifican para proteinas
con actividad oncogénica.
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