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IL. RESUMEN




El gen K-ras es un miembro de la familia de genes ras, cuyos productos
proteinicos, que se encuentran anclados a la membrana celular, funcionan
como GTPasas que participan en las vias de transduccion de senales de la
membrana celular al nucleo. Existen diversos trabajos en la literatura cientifica
en donde se ha observado el patréon de mutaciones de varios genes en
diferentes tipos de cancer. Enire estos trabajos se encuentra la
caracterizacion de mutaciones del gen K-ras en tumores colorrectales. Se ha
publicado que existe una alta frecuencia de mutaciones del gen K-ras en
tumores colorrectales. En México se ha observado un incremento importante
en la incidencia de cancer colorrectal en los ultimos afos. Sin embargo, a la
fecha se desconoce el patréon de mutaciones del gen K-ras en la poblacion
mexicana.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las mutaciones presentes en los
codones 12, 13 y 61 del gen K-ras en un grdpo de tumores colorrectales de
pacientes mexicanos.

Utilizando la técnica de PCR-RFLP se identificaron las muestras que
presentaban mutaciones puntuales en los codones 12 y 13 y por medio de
PCR-SSCP se identificaron las muestras con mutaciones en el codon 61 del
mismo gen. Posteriormente se realizd el andlisis por secuenciacion para
identificar el tipo de mutaciones presentes en tales muestras.

Los resultados indicaron que el 25% (10/40) de los tumores presentaron
mutaciones en el codon 12, el 5% (2/40) presentd mutaciones en el codon 13
y el 2.5% (1/40) presenté mutaciones en el codon 61 del gen K-ras. El resto de
los tumores no presentd mutaciones en ninguno de estos codones. En cuanto
al analisis de las secuencias se encontr6é que el 50% de las mutaciones en el
codon 12 correspondieron a cambios de glicina por aspartico (Gly-Asp). Por
otra parte, se encontré6 un mayor porcentaje de transiciones (77%) que de

transversiones (23%) dentro de las mutaciones caracterizadas para los tres

codones estudiados del gen K-ras.



Posteriormente se realizo la corelacion de las mutac, .s con los datos
clinicos de los pacientes. Se encontré que el 60% (6/10) de los tumores con
mutaciones en el codon 12 del K-ras presentaron un estadio de Dukes B; por
otra parte, el 100% (2/2) de ilos tumores con mutaciones en el codon 13
presenté un estadio Dukes C. Unicamente se encontrdé una muestra,
clasificada como Dukes C, con una mutacién en el coddn 61.

Estos resultados indican que en la poblacion analizada de pacientes con
cancer colorrectal, presenta un patron de mutaciones del gen K-ras dentro del
rango que se ha reportado para otras poblaciones del mundo y nos permite
sugerir que eventualmente, el gen K-ras podria ser utilizado como un

marcador prondstico para esta enfermedad.
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El cancer es una condicion que se caracteriza por una proliferacion y
diferenciacion anormal de células y frecuentemente se asocia con la
acumulacién de aiteraciones genéticas en un proceso de desarrollo que puede
tomar afios o décadas. La activacion de ciertos oncogenes por mutaciones
puntuales, rearreglos o amplificacion de los genes, inactivacion de supresores
tumorales por mutaciones puntuales o pérdidas cromosémicas y cambios en el
contenido del DNA, son las caracteristicas genéticas que usualmente se
encuentran en las células malignas (Khine, 1994).

La sobrevida de pacientes con cancer colorrectal no ha sufrido grandes
cambios en los ultimos anos. Aunque han habido considerables avances en el
desarrollo de técnicas quirdgicas que permiten la reseccién de algunos
tumores primarios, estas técnicas en muchos casos no son suficientes, ya que
hay pacientes que presentan recurrencia en el desarrollo de tumores
colorrectales, frecuentemente acompafados de metastasis distantes
(principalmente a higado, intestino delgado, huesos, etc). A los pacientes que
son candidatos adecuados, se les trata con quimio y radioterapia adyacente a
la reseccion, pero en algunos casos aun estas terapias no impiden la
formacion de nuevos tumores que llievaran al paciente a la muerte.

Los estudios sistematicos que se han realizado acerca de oncogenes y su
expresion en tejidos tumorales humanos, asi como la expresion de sus
respectivas contrapartes normales, son de gran interés, ya que podrian revelar
cierta correlacion entre los datos moleculares y las propiedades bioldgicas e
histopatolégicas de los tejidos y el curso clinico de la enfermedad (Monnat,
1987).

Un evento basico en la cascada patofisiologica llamada carcinogénesis es la
alteracion en la regulacion de los genes celulares responsables del control de
la proliferaciéon y diferenciacion celular. La velocidad y severidad de este
proceso depende de varios factores, incluyendo los mecanismos de

reparacion del DNA y el sistema inmunolégico del individuo. Sin embargo, esta



acumulacion de mutaciones somaticas en genes especificos que proveen a la
célula la capacidad de proliferar desmreguladamente es, en general, la que
lleva a la cascada de eventos tumorigénicos. En el modelo genético de
tumorigénesis colorrectal se ha postulade que la acumulacion de las
alteraciones somaticas en genes asociados a los tumores (como proto-
oncogenes o genes supresores tumorales), mas que el orden en el que estas
alteraciones ocurren, es lo que da la pauta para que se desarrolle un tumor
maligno {Fearon, 1990).

A lo largo de diversos estudios se ha evalpado la probabilidad de utilizar
diferentes genes como marcadores tumorales, para poder predecir el curso
clinico de las enfermedades neoplasicas; desafortunadamente en la practica
aln no se ha logrado demostrar claramente la utilidad de algin marcador
(Sikora, 1987; Urosevic, 1993),

La transformacion de la célula de un estado normal a un estado neoplasico es
debida a la accién de oncogenes activados acoplada a la inactivacion de
genes que actian como supresores tumorales. Entre los genes involucrados
en la tumorigénesis colorrectal, se encuentra el oncogén K-ras, un miembro de
la familia de genes ras que desempena un papel importante en el metabolismo
normal de la célula.

El mecanismo por el cual el deterioro de los genes ras y sus productos afecta
el programa de proliferacién y diferenciacion celular aun no es claro. Por esta
razén es importante que se lleven a cabo los estudios de tipo molecular, para
poder entender de una mejor manera estos procesos y asi, poder desarroliar

terapias tanto preventivas como curativas para el tratamiento de esta
enfermedad.
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3. 1. GENERALIDADES ACERCA DEL CANCER

En la actualidad, las etapas del desarrollo del cancer ya no son un misterio
como lo eran a principios de siglo. Durante las dos ultimas décadas, se han
logrado avances sorprendentes en cuanto a la identificacion de los procesos
béasicos del cancer a nivel molecular. La importancia de estos descubrimientos
radica en el avance que se ha logrado para que los futuros investigadores
puedan partir de una mejor base, y se tenga la posibilidad de disefar
tratamientos novedosos y mas efectivos para combatir esta enfermedad.

En realidad se utiliza el término “cancer” para referirse a mas de cien formas
de este padecimiento. Casi todos los tejidos del cuerpo pueden desarroliar
cierto grado de malignidad; sin embargo, hay tejidos que pueden presentar
diferentes tipos de malignidad. De hecho, cada tipo de cancer es unico en
cuanto a las caracteristicas que presenta. A pesar de esto, se piensa que
muchos de los procesos basicos que producen los diferentes tumores son
similares.

Los treinta trillones de células que existen en un cuerpo sano y normal, viven
en un microambiente complejo e interdependiente dentro del cual existe una
regulacion reciproca de la proliferacion entre las mismas células. Ciertamente,
jas células sélo se reproducen cuando las demas a su alrededor io permiten.
De esta manera se asegura que cada tejido mantenga el tamaiio adecuado y
la forma correcta para sus funciones y las necesidades del organismo.

En contraste, las células tumorales violan este principio, ya que no obedecen
las sefiales comunes que regulan la proliferacion y siguen su propic programa
de reproduccion. Ademas poseen, en ocasiones, la caracteristica de migrar
del sitio de donde surgieron, invadir tejidos vecinos y formar masas tumorales
en sitios distantes. Con el paso del tiempo, este tipo de células malignas
adquieren mayor agresividad y se tornan letales cuando afectan tejidos u

organos vitales para la supervivencia del organismo.



Actualmente se conoce que las células de un tumor provienen de una célula
ancestral coman que en un momento, generalmente tiempo antes de que el
tumor sea palpable, inicidé un programa de reproduccion inapropiado. La
transformacion maligna de una célula se produce mediante la acumulacion de
mutaciones en genes especificos, Estos genes son la clave para entender a
fondo el cancer humano.

Los genes se encuentran en la molécula de DNA, en los cromosomas, dentro
de! nlcleo celular. Especifican las secuencias de aminoacidos que, después
de ciertas transformaciones, formaran una proteina particular; esta proteina
finalmente realizara alguna funcién especifica dentro de la célula. Cuando un
gen se activa, la célula responde sintetizando Ia proteina para la que ese gen
codifica. Las mutaciones en los genes pueden alterar a {a célula, ya sea por
cambios en la cantidad o en la funcionalidad de la proteina producto.

Existen dos clases de genes que desempefan un papel fundamental en
relacion al cancer, los proto-oncogenes y los genes supresores tumorales. Los
primeros actlian promoviendo la proliferacion celular, mientras que Jos ultimos
inhiben este crecimiento.

Cuando sufren alguna alteracién, los proto-oncogenes se pueden transformar
en oncogenes. Estas mutaciones pueden causar que el oncogén produzca
grandes cantidades o formas super-activas de proteinas que estimulen la
proliferacion celular. Por el contrario, los genes supresores tumorales
contribuyen al proceso carcinogénico cuando sufren mutaciones que los
desactivan. £l resultado de esta pérdida de funcionalidad como proteina
supresora, priva a la célula de los procésos cruciales para evitar la
proliferacién inapropiada.

Para que un tumor se desarrolle, se requiere que ocurran mutaciones en
varios de los genes que son fundamentales para el contro! adecuado de la

proliferacién cefular. Algunos otros genes de diferente clase participan en la

10



malignidad al capacitar a fa céiula proliferante a ser invasiva o capaz de

expanderse por otros sitios del cuerpo (metastasis).

3.2. CANCER COLORRECTAL

3.2.1. INCIDENCIA

En Estados Unidos, el cancer colorrectal es tna de las neoplasias humanas
mas comunes, con aproximadamente 149,000 casos nuevos diagnosticados
por afio. Aproximadamente la mitad de estos pacientes mueren finalmente a
causa de la enfermedad. Por lo tanto, el cancer colorrectal persiste como un
problema de salud publica tanto en Estados Unidos (Mastromarino, 1994)
como en otros paises industrializados. Tal es el caso de Alemania, en donde
este tipo de cancer ocupa el segundo lugar de incidencia en mujeres y el
tercer lugar en hombres (Kampman, 1994); en Holanda, se presentan cada
afo 48 casos nuevos por cada 100,000 hombres y 49 casos por cada 100,000
mujeres (Kampman, 1994),

A pesar de que los paises industrializados presentan una mayor incidencia de
casos con cancer colorrectal, actualmente existe un aumento en la incidencia
de este padecimiento en los llamados paises en vias de desarrollo. Tal es el
caso de nuestro pais, en donde la incidencia de cancer de colon y recto ha
aumentado en los Ultimos anos. A finales de los setentas este padecimiento
ocupaba el décimo cuarto lugar de incidencia en cancer en Mexico; sin
embargo, a finales de los ochentas ocupaba el cuarto lugar (datos

proporcionados por la Secretaria de Salubridad SSA; Segura, 1995; Mendoza-
Rodriguez, 1996).
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3.2.2. FACTORES DIETETICOS

Los estudios realizados con un enfoque epidemioldgico sobre cancer
colorrectal continuan apoyando la importancia del papel que desempefan los
factores dietéticos en la carcinogénesis colorrectal. En poblaciones cuya dieta
es de alto contenido en fibras y bajo contenido en lipidos o grasas, se ha
observado una disminucién en la incidencia de cancer colorrectal. En
Contraste, en paises donde existe un aito consumo de grasas y carnes rojas y
un bajo consumo de vegetales y fibra, se ha observado un aumento cada vez
mayor en la incidencia de este tipo de cancer, ademéas del de estémago. Ei
exceso de grasas saturadas (grasas animales), contenido en las dietas
occidentales, se ha asociado fuertemente al incremento de cancer colorrectal.
Existen diversas hipétesis que proponen alguna relacién entre el consumo de
grasas y el desarrollo de cancer. Una de ellas sugiere que las grasas per se
no son el problema, si no el exceso de acidos grasos contenidos en el colon
que no han entrado a la circulacion enterohepatica, combinados con la
secrecion de acidos biliares, en el proceso de digestion. Diversas lineas de
investigacion sugieren que los acidos grasos y los acidos biliares pueden
estimular la divisién celular en el colon, ademas de tener algunos otros efectos
fisiologicos y biologicos. Otra de las hipotesis sugiere que cierto tipo de acidos
grasos y triglicéridos pueden estimular la divisién celular al interrumpir la
comunicacion intercelular, dando como resultado una sefal inapropiada para
que las células del colon contintien replicandose (Wargovich, 1994).

Existen ofros factores de riesgo como la ingesta excesiva de cames rojas.
Cuando las proteinas de la came se exponen a altas temperaturas (al freirse o
al asarse ai carbon), los aminoacidos se ciclizan, dando origen a compuestos
del tipo aminas heterociclicas, que ahora se conoce que son extremadamente
mutagénicos (Wargovich, 1994). Existen factores dietéticos como el calcio, y
mas especificamente el fosfato de caicio (Cas(PQ4),), que se presume que

forma compuestos saponificados insolubles con los acidos grasos y los acidos
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biliares y de esta manera, reduce la dosis tdxica efectiva a las células
epiteliales del colon y la subsecuente respuesta proiiferativa. Ei caicio también
podria influenciar directamente la proliferacion celular al inducir diferenciacion
celular {(Newmark, 1992; Kampman, 1994). También se ha propuesto que
algunos productos fermentados como son yogurt y queso, y ademas la
mantequilla, poseen un efecto protector ya que se cree que la presencia de
lactobacilos en el tracto gastrointestinal, contribuye a la estabilizacion de la
flora intestinal y proporciona efectos benéficos at hospedero al contribuir con el
consumo diario de caicio (Kampman, 1994). Se han descrito algunos otros
factores como la vitamina A, la vitamina C (Georgiannos, 1993; Henson,
19891), la vitamina E (Wargovich, 1994), el selenio y algunos otros
recientemente identificados, que también pueden ejercer un efecto de
proteccion celufar en contra del dafio en las células epiteliales del colon. Estos
compuestos se encuenfran en algunos alimentos que deben incluirse en la
dieta diaria (Tabla 3.1) (Wargovich, 1994).

En ia tabla 3.2 se muestran algunas recomendaciones actuales acerca de la
dieta, formuladas por el NCI (National Cancer Institute) y otros centros de
investigacion sobre cancer. Una de las recomendaciones mas importantes es
el consumo minimo de 5 y hasta 8 raciones de frutas y verduras por dia, ya
que en estos alimentos se han encontrado algunos de los compuestos que
protegen contra el cancer (Wargovich, 1994).
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Tabla 3.1. Anticancerigenos identificados contenidos en diferentes

alimentos

COMPUESTO FUENTE ALIMENTICIA | EFECTOS DE PREVENCION
EN MODELOS ANIMALES

Curcumina Tumérico Cancer de colon
Sulfuro de dialilo Ajo Cancer de colon
Acido efagico Fresas Cancer de colon
Epigalocatequinas Te verde japonés Cancer de colon
Acido glucarico Cruciferas (lechuga, Cancer de colon

coliflor, rabano)

Acido glicirretinico Raiz de regaliz Cancer de piel
Limoneno Limones Cancer de estdémago
Quercetina Cebollas Cancer de colon

S-alil cisteina Ajo Cancer de colon

Tabla 3.2. Recomendaciones dietéticas para la prevencién del cancer de

colon*
Alimentos recomendados Alimentos de consumo moderado
Frutasy Fibra Grasas Alcohol Sal
vegetales
Consumir por lo | Aumentar el Reducir 1a Consumo Consumo
menos 5 CONsSuUMo a ingesta al 30% | moderado o moderado;
porciones al dia| 30g por dia de calorias evitar el evitar
diarias consumo por | alimentos muy
completo salados

*Adaptacién del Surgeon General's Report on Nutrition and Health, Public Health Service,
1988.
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3.2.3. DIAGNOSTICO

Actualmente, los programas de deteccidn de carcinomas colorrectales se
basan en la blsqueda de sangre oculta en heces fecales, ademas de la
exploracion  fisica rutinaria y la  protosigmoidoscopia  flexible.
Desafortunadamente muchos pacientes no se someten a los examenes de
rutina y ain a los pacientes que se examinan, se les diagnostica la
enfermedad en etapas relativamente avanzadas de ésta (Mastromarino,
1994). La clasificacion histopatoldgica preoperatoria es crucial para planear el
tratamiento quirdrgico o no quirirgico de los pacientes con carcinoma
colorrectal. Es por esto que la colonoscopia-se utiliza para el diagndstico y
para valorar ademas la presencia de pdlipos y carcinomas (Roubein, 1994),
Sin embargo, seria ideal contar con marcadores tumorales de tipo molecular
que indicaran desde el riesgo del paciente, hasta el prondstico y diagnéstico
del mismo de manera mas eficaz. Actualmente diversos grupos exploran esta
opcion, estudiando las mutaciones y la expresion de diversos oncogenes,
como K-ras y p53 entre otros, tanto en tejido tumoral como en tejido normal,
para conocer y predecir el curso de la enfermedad y del paciente (Hackford,
1993; Minamoto, 1995; Zhu, 1997).

3.2.4. TUMORIGENESIS

El modelo propuesto por Fearon y Vogelstein (Cell, 1990) y retomado por
Gallick (The Cancer Bulletin, 1994), describe algunas de las aiteraciones
genéticas que ocurren en las células epiteliales del colon durante el desarrollo
y la progresién de los pélipos adenomatosos a carcinomas colorrectales
malignos (Fig. 3.1). El entendimiento de los eventos epidemiolégicos y
genéticos que ocurren durante el desarrollo y la progresién de los tumores
colorrectales malignos, es necesario para el desarrollo de mejores programas
de deteccion y prevencion del cancer y el disefio de terapias mas efectivas

para los pacientes que padecen la enfermedad. Los estudios basicos se
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enfocan a diversas moléculas, como las de adhesion a la superficie celular,
factores de crecimiento y sus respectivos receptores, vias celulares de
transduccion de sefiales y alteraciones (mutaciones o deleciones) en
supresores tumorales u oncogenes. La informacion que se pueda obtener de
estos estudios podria ampliar el panorama para entender mejor los
mecanismos de esta enfermedad y permitir el desarrolio de mejores pruebas

de diagndstico, marcadores de prondstico y tratamientos con una mayor

efectividad.
Mutacigncs genéticas de separaclén no coincidentes
39 ADN 15[3,, 18q ADN "

. Mutacién Mutacl"é;'n
LOH*y LOH*y p53

" it

|OH = pérdida de heterosigosidad Intermedio

| Fig. 3.1. Modelo del desarrollo de la tumorigénesis colorrectal en etapas

| miltiples. 5q: brazo largo del cromosoma 5, donde se encuentra el supresor

‘ tumoral apc (adenomatous poliposis coli); 12p: brazo corto del cromosoma 12,
donde se localiza el gen K-ras; LOH: pérdida de heterocigosidad: 18q; brazo
largo del cromosoma 18, donde se encuentra el supresor tumoral dce (deleted
in colorectal cancer) (tomado de Saicedo, 1998).
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3. 3. GENERALIDADES DE ONCOGENES Y SUPRESORES TUMORALES
Las células cancerosas contienen diversas .alteraciones genéticas que se
acumulan gradualmente durante el proceso de la progresion tumoral. A pesar
de que el orden y [a naturaleza de aparicion de estas alteraciones no se
conoce del todo para ningun tipo de neoplasia, se considera que la
acumulacion de éstas es crucial para !a expresion del fenotipo transformado
(Lafrancone, 1994).

Durante los ultimos 20 afos, se han reunido evidencias experimentales que
implican ciertos loci involucrados fisiologicamente en la regulacion de la
proliferacion celular, como causantes de los defectos genéticos de las céiulas
neoplasicas. Los “genes del cancer” se han dividido, en base a su actividad
bioguimica y biomeclecular (cuando se conoce) y al tipo de alteracién genética
que afecta a la célula neoplasica, en dos grupos: proto-oncogenes y genes
supresores tumorales.

Los proto-oncogenes codifican para proteinas que participan en las vias de
sefializacidn celular. Estas vias son estimuladas por factores de proliferacion,
comoe hormonas, receptores a hormonas, proteinas citoplasmicas
transductoras de sefiales y factores nucleares. Las alteraciones en los proto-
oncogenes, como mutaciones puntuales, translocaciones cromosomicas y
amplificacion de genes, modifican la funcion normal de las proteinas, lo que en
muchas ocasiones provocan que exista una aceleracion en la division celular.
Ya que los alelos mutantes de los proto-oncogenes son capaces de
transformar células a pesar de la expresion de los alelos normales, se les
clasifica como dominantes. Por otra parte, aunque se entiende menos su
funcidn, se encuentran los genes supresores tumorales; éstos también
codifican proteinas que son componentes. fisioldgicos de las vias de
sefializacion celular (como receptores, proteinas citoplasmicas transductoras
de seiiales y factores nucleares), que inhiben la proliferacion celular,

deteniendo la progresion a través del ciclo celular, bloqueando la
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diferenciacion o induciendo envejecimiento y muerte celular. Como se
esperaria, las alteraciones genéticas en los genes supresores tumorales
(mutaciones puntuales o deleciones) llevan a una pérdida de funciéon y se
consideran como recesivos a nivel celular (Bishop, 1994; Lanfrancone, 1994).
En la actualidad se sabe que la expresién anormal de ciertos oncogenes es,
en gran parte, responsable de la produccién de un fenotipo maligno, de la
subsecuente invasion y posteriormente, cuando es el caso, de las metastasis.
En los dltimos afios, se han logrado identificar mas de cien oncogenes y
supresores tumorales y algunos se han asociado particularmente con ciertos
tipos de cancer (Tabla 3.3).

Como ya se mencioné anteriormente, muchas de las proteinas que son
codificadas por proto-oncogenes se encuentran participando en las vias de
transduccion de sefiales. Estas vias son el mecanismo mediante e! cual el
estimulo de proliferacion llega de la membrana celular al nticleo. Existen dos
reglas principales que rigen estas rutas de sefializacion. Primero, las sefiales
pasan de los receptores de la superficie celular, a una enzima unida a la
membrana que actla como amplificadora de la sefal, via una molécula
transductora. Segundo, la enzima amplificadora, utiizando enzimas
adicionales como segundos mensajeros y cascadas de fosforilacion, dispara
cambios en el entorno citoplasmatico, de manera que la sefial emitida llega al
nucleo (Hackford, 1993). Estos oncogenes y supresores tumorales se han

clasificado de acuerdo a su funcion normal dentro de la célula (Tabla 3.4
Hesketh, 1995).
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Tabla 3.3. Oncogenes y supresores tumorales asociados a ciertos tipos
de cancer humano (Hesketh, 1995).

Genes afectados Tipo de tumor
ape, mece, dee, p53, K-ras Carcinoma colorrectal
H-ras, myc Carcinoma cervical

myb, myc, egfr, her2, H-ras, p53, rb1,|Carcinoma de mama
breal, bell, hstft, int2

jun, mye, myc-N, myc-L, H-ras, rb1, p53, | Carcinoma de puimén
raft

H-ras, p53, raft, int2 Carcinoma de células escamosas
myc, blym Linfoma de Burkitt

p53, egfr, myc, mye-N, gli, her2, pdgf-B, | Astrocitoma

ros, tgf-a

abl Leucemia mieloide cronica
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Tabla 3.4. Clasificacién funcional de ciertos productos de oncogenes

Clase 1. Proteinas relacionadas a factores de crecimiento;
PDGFB/Sis, INT2, HSTF1/HSTH

Clase 2. Tirosina-cinasas:

Tirosina-cinasas tipo receptores:

EPH, EGFR/ERBB, FMS, KIT, MET, HER2/NEU, TRK
Tirosina-cinasas no receptores:

ABL, FPS/FES

Tirosina-cinasas no receptores, asociadas a membrana:
SRC, FGR, FYN, HCK, LCK, YES

Clase 3. Receptores sin actividad de proteina cinasa:
MAS

Clase 4. Proteinas G asociadas a membrana:
HRAS, KRAS2, NRAS, GSP, GIP2

Clase 5. Serina-cinasas citoplasmicas:
BCR, MOS, PiM1, RAF/MIL

Clase 6. Serina, treonina y tirosina cinasas:
STY

Clase 7. Reguladores citoplasmicos:
CRK, BCLA1, ornitina descarboxilasa, PEM, NCK

Clase 8. Proteinas de union a DNA (factores de transcripcidn)
0 proteinas localizadas preferentemente en el nucleo :
FOS, JUN, ETS, MYC, MYB, REL, ERBA, P53, BCL3, CBL, TAL1, SKI

Clase 9. Factores de membrana mitocondrial:
BCL2

Clase 10. Funcion desconocida:
LCO, AKT, DLK, MEL, SCC, TLM
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3. 4. PARTICIPACION DE PROTO-ONCOGENES Y GENES SUPRESORES
TUMORALES EN LAS CASCADAS INTRACELULARES DE
SENALIZACION.

Como ya se mencioné anteriormente, muchos de los proto-oncogenes que se
conocen codifican para proteinas que se encuentran en la membrana celular:
la funcion de estas proteinas es transmitir sefiales de proliferacion, del exterior
al interior de la célula. La desrregulacién en la proliferacion celular surge
cuando ciertas mutaciones en algunos de estos proto-oncogenes producen un
aumento en la actividad de una via importante de estimulacion de la
proliferacion, cuando ésta deberia permanecer inactiva. Un ejempio muy claro
lo tenemos en la cascada de transduccion de sefiales donde participan las
MAPKs (siglas en inglés de Mitogen-Activated Protein Kinases; en espariol
Cinasas de las Proteinas Activadas por Mitdgenos) (Cano, 1995). En este tipo
de vias, una variedad de estimulos del exterior de la célula activan a
receptores que poseen actividad intrinseca de tirosinas cinasas (RTKs; siglas
en inglés de Receptor Tyrosine Kinases, en espaiiol Tirosina-cinasa tipo
receptor), como los receptores a EGF (del inglés Epidermal Growth Factor; en
espanol, Factor de Crecimiento Epidérmico), PDGF (del inglés Platelet
Derived Growth Factor, en espafiol, Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas), NGF (del inglés Neural Growth factor; en espafiol, Factor de
Crecimiento Neural), insulina, y otros, ademas de diversos receptores de
células inmunes (TCR (del inglés T-Cell Receptor; en espafiol Receptor de
Células T), BCR (del inglés B-Cell Receptor; en espariol Receptor de Células
B); IgGR’s (del inglés Immunoglobulin-G Receptor; en esparfiol Receptor de
inmunoglobulinas G), etc.). Estos estimulos disparan una sefial para la
proliferacién celular que se transmite de li)s receptores de factores de
crecimiento, a las proteinas de unién a receptores, como la Grb-2 {del inglés
Growth Factor Receptor-Bound Protein 2; en espafiol Proteina 2 Unida al

Receptor del Factor de Crecimiento).
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Grb-2 se aislé como una proteina que contenia el dominio SH2 (Src Homology
2) y que se asociaba al receptor del EGF; pesa aproximadamente 23 kDa y el
dominio SHZ que contiene esta flanqueado por dos dominios SH3 (Src
Homology 3). Los dominios SH2 se unen especificamente a proteinas que
contienen tirosinas fosforiladas en su secuencia, y los dominios SH3 se unen a
proteinas con dominios ricos en prolina. Varias de estas secuencias se
encuentran presentes en la proteina Sos (del inglés Son of Sevenless; en
espaiiol no hay traduccién) (Chang, 1994). La proteina Grb-2 actGa como
adaptador, facilitando Ia asociacién de Sos con [os receptores tirosina-cinasa.
Grb-2 se une tanto al receptor activado (por ejemplo al receptor del EGF)
como a Sos por medio de su dominio SH3 (Boguski, 1993). Aunque el
mecanismo de interaccion de Sos con las proteinas Ras se desconoce, se
sabe que esta proteina activa a Ras en la cascada de sefales, actuando
como factor de intercambio de nucleétidos de guanina (GNEF, del inglés
Guanine Nucleotide Exchange Factor) estimulando el intercambio de p21™-
GDP por GTP (Pronk, 1994).

Existe otra via aiternativa para la activacion de Ras por EGF o también por
tirosina-cinasas que no son receptores. En ésta participa la proteina
adaptadora Shc. Esta proteina contiene un dominio SH2 ademas de una
secuencia rica en glicina/prolina, por lo que se puede unir al receptor de EGF y
ser fosforilada en residuos de tirosina cuando el receptor de EGF esta
activado. Como consecuencia de esta activaciéon, Grb-2 se asocia a She
fosforilado. De esta manera, la asociacion del receptor de EFG con Grb2 y
Sos puede mediarse (por lo menos en parte) por Shec, permitiendo una via
aiternativa para recluir al complejo Grb2-Sos a la membrana celular (Maruta,
1994). Existen diversas evidencias que indican que Shc participa en Ia
cascada de sefializacion de p21™, en la regulacion de esta proteina por
receptores tirosina-cinasas de factores de crecimiento y tirosina-cinasas que

no son receptores (Boguski, 1993; Pronk, 1994).
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Posteriormente participan proteinas activadoras de la GTPasa de Ras (GAPs,
del inglés GTPase Activating Proteins), como p120°*". Se considera que
p120%*" es un excelente candidato para el papel de la regulacion de la
actividad de p21™°. Se ha identificado como una proteina citosélica que es
capaz de estimular hasta cien veces la hidrélisis de GTP cuando esta unido a
p21™ (McCormick, 1989). De este modo, p21™° puede regresar a su estado
inicial inactivo, unido a GDP (McCormick,1994a). p120°*" posee diversos
dominios funcionales. El primero, que es el dominio necesario para la
interaccion con p21™°, es capaz por si mismo de estimular la actividad
GTPasa de p21™, aunque la proteina completa es mas eficaz. p120°*°
contiene también un dominio SH3 flanqueado por dos dominios SH2. La
presencia de los dominios SH2, sugiere la interaccién con proteinas que
poseen residuos de tirosina fosforilados; de hecho, p120°*" es capaz de
asociarse a cierto tipo de receptores de factores de crecimiento activados que
poseen actividad de tirosina-cinasas, asi como a algunas proteinas con
actividad de tirosina-cinasa que no son receptores (Pronk, 1994). Ademas de
una regién amino terminal hidrofébica, dos dominios SH2 y un dominio SH3,
esta proteina contiene un dominio PH (Pleckstrin Homology) y una regién
similar a la region Ca1B de la fosfolipasa A,. Esto ultimo indica que, bajo
ciertas circunstancias, se lleva a cabo una transiocacion dependiente de calcio
a la membrana celular (Boguski, 1993).

Otra proteina que regula a p21™ es la Neurofibromina (NF1). Esta proteina
posee una region homéloga al dominio catalitico de p120%*" y puede estimular
la actividad de GTPasa de p21™°(Pronk, 1994; Bernards, 1995).

Con respecto a los efectores corriente abajo de p21™ se encuentra la cinasa
Raf. Esta cinasa es una proteina importante en la transduccion de senales
desde Ras hasta las MAP cinasas (Prendergast, 1994). Diversos grupos han
reportado que Ras y Raf cinasa (Ras/Raf) se encuentran como un complejo

comin y que existe una interaccién bioquimica directa entre ellos. La
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importancia de la paricipacion de Ras/Raf en las cascadas de sefializacion es
critica para que se dé la respuesta inducida por factores de crecimiento en una
gran variedad de tipos celulares (Yamauchi, 1994).

El oncogen c-raf es el homdlogo celular del oncogen viral v-raf . Los
miembros de la familia Raf contienen tres regiones conservadas: CR1, CR2 y
CR3. La region CR1 contine un motivo de dedos de zinc; CR2 contiene varios
residucs de serina y treonina capaces de ser fosforilados y CR3 es el dominio
de cinasa (Burgering, 1995). Las mutantes oncogénicas de este gen son
capaces de transformar lineas celulares establecidas. La proteina Raf1l es
fosforilada en varios residuos de serina y, bajo ciertas circunstancias, en
residuos de tirosinas, después del estimulo de los factores de crecimiento.

Se ha encontrado que el extremo amino terminal de Raf1 esta involucrado en
la interaccién con p21™°.GTP. Esta regién contiene un dominio de union
asociado a zinc y se ha demostrado que la presencia de zinc es fundamental
para esta interaccion. Sin embargo, se ha observado que la interaccion de
Raf1-p21™-GTP no es suficiente para la activacion de Raf1 in vitro, por lo que
debe existir otra sefial que active por completo a Raf1. A la fecha se conocen .
solamente dos proteinas cinasas que activan la actividad cinasa de Raf1: ¢-
Mos y PKC. La accién de c-Mos es dependiente de Ras, mientras que la
accion de PKC es independiente de Ras (Maruta, 1994). Se ha reportado que
la proteina fosfatidilcolina fosfolipasa C (PC-PLC) actua después de p21™ y
antes de Raf1 en la cascada de sefializacion célular, por lo que la participacion
de PC-PLC podria ser en la activacion de Raf1, a través de la PKC cinasa
(Burgering, 1995), que se activa por la produccién de diacilglicerol (DAG)
mediada por PC-PLC (Pronk, 1994).

Ya que el papel de Ras no es el de activar directamente a Raf1, se ha
sugerido que la funcion principal de p21™-GTP es colocar a Rafl en la
membrana plasmatica en donde puede ser activado (Burgering, 1995), Al

parecer, p21°°-GTP transloca a Raf! a la membrana plasmatica actuando
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como catalizador. Una vez anclado en la membrana plasmatica, Raf1 se
asocia con elementos del citoesqueleto; esta unidon desencadena la actividad
de una cascada de cinasas que terminan finalmente en las Erks (del inglés
Extracellular-signal-regulated Kinases; en espafol, Cinasas reguladas por
sefales extracelulares) y una variedad de diversos blancos celulares. Las
proteinas Erks (Erk1 y 2) son serina/treonina cinasas, de 40-46 kDa, que se
activan en céjulas tratadas con diferentes factores de crecimiento (Chuang,
1994). La activacién se da por la fosforilacion de dos residuos de treonina y
tirosina que se encuentran separados Unicamente por un aminoacido. Las
proteinas responsables de la fosforilacion de las Erks, conocidas como MEK
(MAPKK, cinasas de las MAPK), son a su vez, fosforiladas por Rafl en
residuos de serina.

Después de las proteinas Erk, existe una variedad de biancos que pueden ser
activados por medio de esta cascada de cinasas. Entre éstos se encuentran
algunas treonina/serina cinasas, como p90'_"‘, que in vitro, es capaz de
fosforilar la proteina ribosomal S6, aunque al parecer in vivo el sustrato de
p90~ es diferente.

Otros blancos de las Erks son algunos factores que se localizan en el nicleo
celular y que participan en la regulacion de la transcripcion, como por ejempio
c-Fos. En el caso de c-Jun existe controversia.acerca del sitio de fosforilacion,
sin embargo se sabe que también puede ser fosforilada por Erk2 y p90™. Por
otro lado se ha observado que Erk2 también puede fosforilar a c-Myc y a
p62""" (Ternary Complex Factor o Factor del Complejo Terciario). p90™ por
su parte fosforila al SRF (Serum Response Factor o Factor de Respuesta al
Suero).

Actualmente se reconoce a p21™ como un importante “switch” en las vias de
sefalizacion que conectan a los receptores de ia superficie celular a los
blancos celulares especificos (Fig. 3.2). Estas vias no necesariamente son

arreglos simples de eventos lineales, sino interconexiones complejas de
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diversas vias de sefales que se entrefazan para que finalmente, se produzca
como resultado la regulacion de los procesos vitales de la célula como la
proliferacion, la diferenciacion, los procesos metabélicos y la apoptosis. Por
esta razon se deben identificar los componentes que participan en estos
procesos y tener un indicio para conocer la regulacion de las multiples

funciones que la célula realiza durante su periodo de vida.
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3. 5. FAMILIA DE GENES ras

La familia ras forma un grupo de genes estrechamente relacionados que se
encuentran muy conservados. Los genes de la familia ras que mas se han
estudiado son: H-ras, el cual se aisldé por primera vez del virus del sarcoma
murino de Harvey, K-ras del virus del sarcoma murino de Kirstein y N-ras,
detectado en tumores neuronales de ratén. Se conocen aproximadamente 50
genes relacionados a la superfamilia de genes ras dentro de los cuales se
incluyen los siguientes: N-ras L1, N-ras L2 y N-ras L3; R-ras, rhoA, rhoB y
rhoC, rac-1y rac-2, ral, rap-1A (también llamado Krev-1) y rap-1B, rap-2, rab-
2, mel, let-60, y otros mas (Hesketh, 1995).

Esta familia de genes ras codifican para un grupo de proteinas que se unen a
nucledtidos de guanina (GTP-binding proteins) conocidas como p21. Estas
proteinas estdn asociadas a la superficie interna de la membrana
citoplasmatica, poseen actividad intrinseca de GTPasa y estan involucradas
en el proceso de transduccion de sefales de la superficie celular al nucleo
(Boguski, 1993, Schlessinger, 1993; Avruch, 1994). Se ha demostrado que las
mutaciones puntuales en alguna de las primeras dos bases de los codones 12,
13 v 61 de los proto-oncogenes ras son responsables de la sustitucion de
aminoacidos en estas posiciones particulares de las proteinas. Como una
consecuencia de estas susfituciones, se inhibe la actividad intrinseca de
GTPasa de la proteina, resultando en la alteracion de la transmision de las
sefnales de ia membrana plasmatica al nucleo celular, que terminan por afectar

los procesos de proliferacién y diferenciacion celular.

3. 6. CARACTERISTICAS DE LOS GENES ras
En Ia tabia 3.5 se observan las diferentes caracteristicas de los genes ras que,
a la fecha, son los mas estudiados: K-ras, N-ras y H-ras. Se muestra la

localizacién de los genes en los cromosomas humanos, asi como también el

28



tamafio del RNA mensajero, el nimero de residuos y la masa en kilodaltones

(kDa) de la proteina.

Tabla 3.5. Caracteristicas de ras

Proteina/gen | Cromosoma Exones MRNA |Residuos Masa
(codificantes) (kb) (N° aa) (kDa)
NRAS/N-ras 1p13 4 2.0/43 189 21
HRAS/H-ras 11p15.5 4 1.1-1.2 189 21
KRAS/K-ras 12p12.1 4 38/55 |188/189 21

3. 6. 1. LOCALIZACION CELULAR Y TISULAR

Las tres diferentes proteinas Ras (p21™%) de mamiferos se unen a lipidos y se
localizan ancladas en la superficie interna de la membrana plasmatica a través
de un grupo farnesilo (Hancock, 1993). La localizacion tisular de las proteinas
es ubicua (Hesketh, 1995).

3.6. 2. ESTRUCTURA PROTEINICA

1!38

La proteina p21™°, comprende un dominio central de seis estructuras
B-plegadas y cinco a-hélices, dos de las cuales («2 y a3) se encuentran por
debajo del planc definido por la p—plegada. De las diez asas en la proteina, L1
contiene Gly12 (el sitio de mutacién mas frecuente en tumores humanos), L2
incluye los residuos que probablemente interactian con e! efector y L4
contiene GIn61 (Fig 3.3a). Las estructuras cristalinas concuerdan con un
estado transitorio de estabilizacion para la hidrolisis de GTP por p21™, en el
que se forma un complejo entre el fosfato-y de GTP y la cadena lateral de
Gin61. Cualquier sustituyente en la posiciéon 61 es incapaz de estabilizar el

estado de transicion; la mutacion de alanina por treonina en el residuo 59
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altera la posicion del GIn61 y se asume que las mutaciones en la posicion 12

interfieren con la accion de la cadena lateratl de Gln61

a) L9138~ 140) ‘A <)
L3 (47-48) ‘

L8 (117-125)

_L10(145-151)

.---L6 (B4-86)
L7 (104-110) .
N
- L1{10-
L5 (75-76) - - 1o-1
b) L2 {26 -36)
L4 (59-64)
|| xs ms 186 189
t INANANNANNNNY =
5956 70-80% Hyper-
% T CAAX
(conserved in mammalian RAS) variable f
c)
I 3 57 ?2-1()? 143-147 189
11
5 16 40 6477 123.139 L05- 185

Fig. 3.3. Dominios de las proteinas RAS en donde sé muestra a) la estructura

de la proteina Ras, D) las regiones conservadas en los mamiferos y ¢) la

funcionalidad de los dominios (ver texto) (Hesketh, 1995).
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Los dominios esenciales para la actividad transformante de p21", a pesar de
no ser contiguos, son: el dominio que abarca fos residuos del 5-63, el que
abarca del 77-92, del 109-123, del 139-165 y por titimo del 186-189 (Fig. 3.3a
Y C).

Los dominios de los residuos 10-16, 57-62 y 116-119 son regiones de union a
nucledtidos, altamente conservadas.

Los dominios de los residuos 10-15 y 59-64 forman dos asas adyacentes a los
grupos fosfato dei nucleétido de guanina enlazado.

Los residuos 116-119 y 145-147 forman parte del “pocket” o bolsa de la base
purica del nucledtido.

El residuo 30 se encuentra en una posicidon opuesta al azlcar ribosa del
nucledtido de guanina enlazado.

E! dominio de los residuos 32-40 es el dominio efector. Se ha inferido que este
dominio participa en las interacciones de las proteinas p21™ con blancos

celulares. También es esencial para la estimulacion de [a actividad GTPasa
por GAPs.

El dominio de los residuos 61-65 confiere la sensibilidad p21™° -GAP a p21™°.
El dominio 68-73 es reconocido por el anticuerpo monoclonal Y13-259,
Aungue no se conoce su funcidon especifica, se sabe que el dominio que
abarca los residuos 165-184 es bastante divergente.

El dominio 186-189 presenta un motivo CAAX. Este es indispensable para la
asociacion de la proteina p21™* a la membrana citoplasmica.

Los dominios dispensables de la proteina son los siguientes: 1-5, 63-77, 92-
109, 123-139, 165-185.

En cuanto a las alteraciones de ras, a la fecha se conoce que las mutaciones
puntuales naturales que lo activan ocurren en los residuos 12, 13, 59 y 61.

Se han observado otras mutaciones puntuales, aungue éstas son creadas por

mutagénesis in vitro, en los codones 63, 116, 117, 119 y 146 (Hesketh, 1995).
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3. 6. 3. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS PROTEINAS
RAS

Para poder unirse a la membrana celular, las p21™ deben sufrir alguna
modificacion postraduccional. Todas fas p21™ se encuentran poli-
isopreniladas. Esta modificacion postraduccional de H-Ras, N-Ras y K-Ras,
se lleva a cabo en dos pasos. El primer paso involucra el motivo CAAX
(C=cisteina, A= aa. alifatico, X= aa. no alifatico que puede ser metionina o
serina). La Cys186 es alquilada con un farmesilo Cs por accién de la enzima
farnesil-transferasa (FPTasa); los aminoacidos AAX son removidos por
proteolisis (AAX proteasa microsomal) y el nuevo grupo carboxilo expuesto
(carbono o) del la nueva Cys del extremo C-terminal, se metila por la accion
de la enzima carboxi-metilasa (Fig 3.4). El producto modificado (c- p21™*) es
mas hidrofébico que el producto no modificado (pro- p21™) y se asocia
débilmente a las membranas celulares. En el segundo paso se requiere de la
palmitoilacién de los residuos de Cys de !a regién hipervariable (aa 165-185),
adyacente al motivo CAAX. La enzima que lleva a cabo esta modificacion es
la palmitoil-transferasa (PT). En las proteinas H-Ras, N-Ras y K-Ras(A), esta
modificacion aumenta la afinidad y la capacidad de unién por fa membrana.

Las dos modificaciones son necesarias para la localizacién membranai

(Hancock, 1993).

p21"**® no posee Cys en la region hipervariable y por consiguiente, no se

lleva a cabo el paso final de palmitoilacion; sin embargo, posee una region
polibasica (seis lisinas en 175-180) que es esencial para la localizacion en la
membrana plasmatica. (Hesketh, 1995)
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Fig. 3.4. Mecanismo de farnesilacion postraduccional de las p21™* (Hankock,
1993)
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3. 6. 4. FOSFORILACION DE LAS PROTEINAS RAS
Las proteinas p21™° son fosforiladas por las proteinas cinasas A o C en la
serina 177 que se encuentra en la region hipervariable, uniendo el dominio

catalitico globular con el extremo C-terminal de la proteina.
3.7 MECANISMOS DE ACCION DE RAS

3.7.1. FUNCION DE LA PROTEINA

Este proceso de intercambio se lleva a cabo en varias etapas. Primero, la
proteina de intercambio se une al complejo inactivo p21™-GDP . Como
consecuencia de la unién, la afinidad de p21™ por GDP se reduce
considerablemente, por lo que GDP se disocia de manera apreciable. En
ausencia de nucledtidos de guanina, ia forma “vacia “ de p21™ permanece
fuertemente asociada al GNEF. Sin embargo, bajo condiciones fisiolégicas (es
decir, a concentraciones mM de GTP), se presenta una rapida asociacion de
GTP al complejo GNEF-p21™* ‘“vacio”. Esta unién de GTP facilita la
disociacion del complejo anterior, dejando a p21™® activo unido a GTP (p21"™-
GTP) (McCormick, 1994a).

Como se habia mencionado anteriomente, las proteinas p21™* son GTP-asas
que se encuentran unidas a la membrana plasmatica. Las p21™° normalmente
hidrolizan GTP a velocidades comparables a las que alcanzan las proteinas G
purificadas. Existe un equilibrio en la concentracion de las proteinas p21®
entre la forma activa (GTP/p21™) y la forma inactiva (p21*/GDP). La accién
de una variedad de factores de crecimiento incrementa la concentracion
celular de GTP/p21™ y el cambio conformacional, inducido por la unién de
GTP, activa a p21™, permitiéndole interactuar con las moléculas bianco
(“efectores”) (Hesketh, 1995).
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Las proteinas G son inactivas cuando se unen a GDP; en el momento que se
separa el GDP de Jla proteina, ésta adquiere una conformacion
transitoriamente “vacia”; es decir, no se encuentra unida a algdn nucieétido de
guanina. Posteriormente el GTP se une a la proteina y ésta adquiere una
conformacién activa que, a su vez, estimula alostéricamente a las proteinas
blanco. Las constantes de velocidad de disociacion de GDP e hidrélisis de
GTP intrinsecas de las proteinas G son pequefias. Como ya se menciono,
existen dos clases de proteinas reguladoras que incrementan estas
velocidades de reaccién, las GNRPs (del inglés, Guanine Nucleotide Release
Proteins; en espaiiol, Proteinas Liberadoras de Nucleétidos de Guanina) que
catalizan la disociacion de GDP y ias GAPs (del inglés, GTPase Activating
Proteins; en espaiiol, Proteinas Activadoras de GTPasa) que incrementan la

velocidad de hidrolisis de GTP (McCormick, 1989; Boguski, 1993).

3.7.2. REGULACION DE p21™° POR GAPs

La mayoria de las células expresan dos tipos de GAPs, la tipo | (p120°*7 ) y Ia
NF1-GAP. Estas proteinas poseen actividades similares. Todas las GAPs de
p21™ contienen el motivo Phe-Leu-Arg dentro de la regién mas conservada
de su dominio catalitico.

La proteina p120°*” posee dominios SH2 y SH3, a través de los cuales se
asocia con la proteinas fosforiladas en tirosinas. Los dominios SH2/SH3 de
las GAP no activan a p21™, aunque esta actividad es necesaria para la
completa estimulacién de la transcripciéon. NF1-GAP no contiene los dominios
SH2/SH3 presentes en p120°4", aunque comparte el dominio de activacion de
GTPasa. Esto indica que los diferentes complejos activos de p21™* pueden

tener diversos blancos celulares (Pronk, 1994).
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3. 8. REGULACION TRANSCRIPCIONAL

Las regiones promotoras de los genes ras no contienen cajas TATA ni cajas
CAT, pero contienen multiples motivos GC y utilizan mas de un sitio de inicio
de la transcripcion. El promotor de N-ras humano contiene secuencias
homélogas a los sitios de wunibn de CREB ATF (secuencia
consenso:TGACGTA/CA/G), AP-1 (TGAG/CTCA), AP-2 (CCCCAGGC), MYB

(CAICGTTA/G), E4TF1 (GGAAGTG) y MLTF MYC (CCACGTGA) (Hesketh,
1995).
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3. 9. MUTACIONES ONCOGENICAS

3.9. 1. MODELOS EXPERIMENTALES DE INCIDENCIA DE MUTACIONES
EN LOS GENES ras

La familia de proto-oncogenes ras hasta ahora es de las mas estudiadas en
cuanto a la adquisicion de potencial transformante debido a la accién
mutagénica directa de ciertos carcinogenos. Diversos modelos animales de
carcinogénesis quimica se han estudiado para poder analizar el espectro,
incidencia y reproducibilidad de las mutaciones del gen ras en tumores
iniciados ya sea por una sola dosis 0 la exposicion repetida a diferentes
carcinégenos.

En modelos animales (en tumores inducidos fisica o quimicamente en
roedores) la frecuencia de mutaciones de ras es del 70%. El 86% de los
tumores mamarios inducidos en ratas por una dosis Unica de nitrosometilurea
(NMU), presentan mutaciones puntuales de una sola base en la segunda
posicion del codén 12 (Gly12) en donde existe una transicion de la guanina por
adenina en el gen H-ras. E| DMBA (dimetilbenzantraceno) también activa al
gen H-ras durante {a induccion de tumores mamarios en ratas o ratones y en
células transformadas in vitro, creando una transicién de adenina a timina en
la segunda base del codon 61. Esta mutacion también ocurre en carcinomas
de piel inducidos quimicamente en murinos y las mutaciones en las primeras
dos bases del coddén 61 surgen tanto en hepatomas espontaneos como
inducidos. N-ras y K-ras también pueden activarse por algin tratamiento
quimico o de rayos X y el carcinogeno alquilante N-metil-A-pitrosoguanidina
(MNNG) puede activar a K-ras y a H-ras. Esto indica que en estos tumores
inducidos quimicamente, la mutagénesis directa de algin gen ras puede jugar
un papel critico en las etapas tempranas del desarrollo tumoral
(Hesketh,1995).

En la mayoria de los tumores animales inducidos por carcinégenos, las

lesiones transformantes se localizan en los oncogenes K-, N- 0 H-ras en la
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primera o segunda posicion de los codones 12, 13 y 61 (Bos, 1987). Estos
hallazgos colocan a los miembros de la familia de oncogenes ras entre los
objetivos mayores de la accién mutagénica’ de carcinbgenos ambientales.
Entre los agentes carcindgenos que producen mutaciones puntuales de K-ras
se encuentran los agentes alquilantes (transiciones de G a A) e hidrocarburos
policiclicos aromaticos y aminas heterociclicas (transversiones de G a T)
(Urosevic, 1993).

La evidencia de estudios celulares sobre el gen ras ha corroborado los datos
que proporciona la patologia y epidemiologia del cancer espontaneo que surge
en los diferentes tejidos humanos, sugiriendo que la transformacion es un
proceso que ocurre por lo menos en dos etapas. Por esta razén, el gen ras
mutante de los tumores humanos soélo transforma fibroblastos primarios
transfectados cuando se han suplementado con oncogenes que inmortalizan a
las células, como por ejemplo c-mye, v-myc, N-myc, EA1 de adenovirus, p53
mutante o el antigeno T mayor de polioma. Los fibroblastos normales no se
transforman por ras viral ni celular. Sin embargo, los fibroblastos NHI 3T3 si se
pueden transformar por sobreexpresion de las proteinas p21'® normales. Esto
indica que la funcioén transformante de los proto-oncogenes ras depende de |a
sobreexpresién, debida a promotores heterdlogos o a potenciadores, y que
esta actividad puede verse incrementada cuando estan presentes mutaciones
puntuales en el gen (Hesketh, 1995).

En ciertos tipos celulares, como pueden ser células eritroides y mieloides
humanas, la expresion de p21"° aumenta la taza de crecimiento sin alterar el
fenotipo diferenciado de estas células.

Las mutaciones presentes en cualquiera de los residuos criticos para activar el
potencial oncogénico de ras (Gly12, Gly13, Ala59 y GIn61), inhiben la hidrélisis
del GTP, ya sea porque disminuyen la actividad de GTPasa o porque varian la
velocidad de intercambio de nucledtidos (Ala59). La sustitucion de cualquier

aminoacido en Gly12 (con excepcion de prolina) causa transformacion; esta
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transformacion correlaciona con la tendencia a la formacion de o hélices (Gly
y Pro rompen o, hélices). La Gly12 se localiza dentro del asa que une al fosfato
B: cualquier susfitucion en esta posicidén, aumenta el tamafio de la proteina, lo
que resulta en la disminucién de la actividad de GTPasa (Fig. 2.3a). Las
mutaciones oncogénicas permiten que el complejo GTP-p21™ permanezca en
una forma activa (efecto similar a los analogos de GTP resistentes a hidrolisis
0 a la toxina del colera en las proteinas G). Se cree que esta forma activa
estimula que se promueva el crecimiento. La mutaciéon Thr59 confiere

actividad de autofosforilacion en la proteina (Hesketh, 1995),

3. 10. MUTACIONES DE LOS GENES ras EN DIFERENTES TIPOS DE
CANCER

La incidencia de mutaciones de ras en cancer humano varia de acuerdo a los
diferentes tejidos. Se ha reportado desde un 6% de mutaciones en cancer de
vejiga, hasta 75%-90% en cancer de pancreas, pasando por 30% en pulmoén,
40% seminomas, 50% en tiroides y alrededor de un 10% en diversas
leucemias (Weinberg 1989; Fearon,1993), ademas de otros carcinomas como
colangiocarcinomas (Levi, 1991), estébmago, endometrio {Duggan, 1994),
ovario (Ichikawa, 1994) y sarcomas (Kahn, 1987).

En estudios realizados en céncer de pancreas se ha encontrado que las
mutaciones en el gen K-ras son mas frecuentes que las mutaciones en otros
genes, por ejemplo p53 (Berrozpe, 1994).

Las diferencias en la activacion de los oncogenes ras en los diferentes tipos
de céncer son muy claras. Sin embargo, las razones de las diferencias en la
activacion de K-ras aun no se conocen. Probablemente estan involucradas
caracteristicas intrinsecas en los patrones de expresion de K-ras en los
diferentes tejdos, asi como la probable exposicién a ciertos carcindégenos o
mutagenos especificos (Kahn, 1987).
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3.10. 1. MUTACIONES DE K-ras EN CANCER COLORRECTAL

Se ha reportado que alrededor del 50% de los pacientes que padecen cancer
colorrectal, contienen en sus células mutaciones en el gen K-ras (Forrester,
1987; Shaw, 1991; Pretlow, 1993). Estos estudios se han realizado en
diversas poblaciones del mundo, encontrandose datos interesantes en cuanto
a la frecuencia y al tipo de mutaciones presentes en ios codones 12, 13 y 61
de K-ras. Se ha observado que la frecuencia de mutaciones en ias diferentes
poblaciones, determinadas por diferentes métodos experimentales, se
encuentra en un rango que va aproximadamente del 32 al 73% (Tabla 9.1).
LLas diferencias principales son en cuanto al tipo de mutaciones. En general, se
ha reportado que el tipo de mutaciones mas frecuentes en los codones 12 y
13, incluyen transiciones de G a A en la primera (Gly-Ser) y en la segunda
(Gly-Asp) posicion, ademas de transversiones G-T en la primera (Gly-Cys) y
en la segunda base (Gly-Val) (Moerkerk et al, 1994). Con relacion al codén 61,
se ha reportado que las mutaciones ocurren con mucho menor frecuencia
(Finkelstein, 1993; Hayashi, 1996; Morris, 1996).- Sin embargo, existen
diferencias en cuanto al tipo de mutaciones presentes en los codones 12 y 13
de K-ras que se han asociado a la etnia y el ambiente, factores que varian de
poblacién a poblacion (Oudejans, 1991; Capella, 1991; Urosevic, 1993;
Hayashi, 1996)

3. 11. CORRELACION DE LAS MUTACIONES DE K-ras CON LOS DATOS.
CLINICOS DE LOS PACIENTES.

En los diferentes estudios que se han realizado en cancer colorrectal, uno de
los objetivos principales ha sido la asociacion de los datos moleculares de las
mutaciones de diversos genes, con los datos clinicos de los pacientes, para
lograr encontrar marcadores tumorales de pronéstico y diagndstico de la
enfermedad. Sin embargo, a la fecha poco ha sido el avance en esta area de

la investigacion. Con respecto al oncogén K-ras, los diversos grupos han

40




publicado resultados contrastantes. Mientras que en algunos trabajos no
encuentran correlacion entre los datos clinicos de los pacientes y las
mutaciones de K-ras (Vogelstein, 1988), algunbs encuentran correlacion de las
mutaciones con estadio de Dukes (clasificacion patolégica que describe el
grado de invasion tumoral) (Moerkerk, 1994), localizacion, sexo y edad de los
pacientes (Breivick, 1994) o con la agresividad del tumor {Finkelstein, 1993).
También se ha asociado el tipo y la frecuencia de las mutaciones con la
sobrevivencia de los pacientes (Span, 19986). Estos estudios han aportado
datos valiosos en cuanto a la asociacion de las mutaciones con el curso
clinico del paciente; sin embargo, no se ha logrado establecer una relacién
clara entre las mutaciones y los datos clinicos. Por otra parte, se han sugerido
diversos factores, por ejemplo el tipo de poblacion, la exposicion a diferentes
carcinogenos, factores dietéticos, etc., que participan de manera importante en
el curso de la tumorigénesis colorrectal.

En este trabajo se planted el estudio de las mutaciones presentes en los
codones 12, 13 y 61 del gen K-ras en un grupo de tumores colorrectales de
pacientes mexicanos para conocer la frecuencia y el tipo de mutaciones que

presenta esta poblacion y correlacionar el tipo de mutaciones con los datos

clinicos de los pacientes.
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Como se menciond anteriormente, en diversos trabajos publicados en la
literatura cientifica, se ha reportado un alto indice de mutaciones en los
codones 12 y 13, de K-ras en cancer colorrectal de pacientes de diferentes
poblaciones (Urosevic, 1993; Capella, 1991; Delattre, 1989; Oudejans, 1991;
Faille, 1994). Con base en estos antecedentes se espera que en el grupo de
tumores colorrectales de pacientes mexicanos se cbserven mutaciones en
tales codones del gen K-ras.

La obtencion de resuitados similares a los reportados en otras poblaciones,
podrian confirmar y ampliar los resultados previamente publicados para el gen
K-ras.

Resultados cualitativa y cuantitativamente diferentes en relacion a otras
poblaciones, podrian implicar que las diferencias geograficas, factores
ambientales, genéticos y culturales particulares de nuestra poblacién, como la
variedad de dietas, pudieran ser factores que contribuyen de manera

importante en el desarrollo de la tumorigénesis colorrectal.
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s JUSTIFICACION
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A pesar de que el analisis de ias mutaciones en los codones 12 y 13 del gen
K-ras en cancer colorrectal se ha realizado en diversas poblaciones del
mundo, a la fecha no se cuenta con datos que indiquen cual es el tipo vy la
frecuencia de mutaciones este gen presentes en cancer colorrectal de
pacientes de la poblacibn mexicana. Es importante identificar estos datos
desde el punto de vista epidemicldgico, para conocer si la frecuencia y tipo de
mutaciones en esta poblacion son similares o diferentes a las publicadas para
otras poblaciones (Urosevic, 1994; Delattre, ‘i989; Oudejans, 1991; Capella,
1991; Van den Broek, 1993), ya que dentro de las poblaciones descritas, se

han observado variaciones en €! andlisis de las mutaciones del gen K-ras.
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6. 1. OBJETIVOS GENERALES

6. 1. 1. Detectar {as mutaciones presentes en los codones 12, 13 y 61 del gen

K-ras en tumores colorrectales provenientes de pacientes mexicanos.

6. 1. 2. Establecer el tipo y la frecuencia de mutaciones en los codones 12, 13
y 61 del gen K-ras en la poblacidn de tumores colorrectales de pacientes
mexicanos.

6. 1.3. Correlacionar la presencia de mutaciones con los datos clinicos de los
pacientes.

6. 1. 4. Comparar los resultados obtenidos de mutaciones en los codones 12,

13 v 61 de K-ras, con los datos publicadps en la literatura para otras

poblaciones del mundo.

6. 2. OBJETIVOS PARTICULARES

6. 2. 1. Detectar por PCR-RFLP mutaciones en los codones 12 y 13 del gen K-
ras.

6. 2. 2. Detectar por PCR-SSCP mutaciones en el codén 61 del gen K-ras.

6. 2. 3. Identificar por secuenciacion, el tipo de mutaciones presentes en los
codones 12, 13 y 61 de K-ras.
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7. 1. CRITERIOS DE INCLUSION DE PACIENTES Y ESPECIMENES
TUMORALES

Entre 1992 y 1996, se colectaron en el Hospital de Oncologia del Centro
Médico Nacional S. XXI (I.M.S.S.), 40 muestras de tejido tumoral de cancer de
colon y recto y su respectivo tejido normal. Era requisito indispensable que
estas muestras fueran tomadas de piezas recién salidas de cirugias de colon y
recto, sin imponrtar la clasificaciéon de Dukes que presentaran. Se enjuagaron
con una solucion de PBS pH 7.0, estéril y posteriormente se congelaron en
nitrogeno liquido ( -195 °C). Tanto los tumores como los tejidos normales
permanecieron almacenados en nitrégeno liquido hasta la extraccién del DNA.
Los datos clinicos de los pacientes se recopilaron de los expedientes que se
encuentran en e] Archivo del Hospital de Oncologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXl, .M.S.8. Se incluyeron los siguientes datos: edad, sexo,
localizacion del tumor, clasificacion de Dukes, tratamiento radio vy

quimioterapeltico, recurrencia, metastasis y sobrevida.
7. 2. EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

La extraccion de DNA gendmico del tejido congelado se realizdé por métodos
ya estandarizados (Sambrook, et al.,, 1989), utilizando {a técnica de la
digestion con proteinasa K (50 pg/ mil) y extraccion con fenol-cloroformo-
isoamilico (25:24:1). Posteriormente, se determiné la concentracion y la
pureza del DNA extraido por espectrofotometria y por electroforesis en geles
de agarosa al 0.8%, respectivamente, Una vez que se verificd que la
integridad y la pureza del DNA fueran adecuadas, se prepararon alicuotas de

cada muestra a una concentracion de 100 ng/uL para ta amplificacion por
PCR.
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7. 3. AMPLIFICACION DEL GEN ras POR PCR (Reaccién en Cadena de fa
Polimerasa) A PARTIR DE DNA GENOMICO

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica simple para la
amplificacion de secuencias de DNA in vitro, que ha facilitado la deteccion de
mutaciones de una gran cantidad de oncogenes y supresores tumorales, entre
ellos ras y p53, ademés de otras alteraciones genéticas y el analisis dei papel
que desempefan en la tumorigénesis.

La alta sensibilidad del PCR, permite amplificar secuencias de DNA a partir de
cantidades muy pequeiias de tejido, como por ejemplo biopsias. Ademas, esta
técnica puede amplificar DNA de tejido embebido en bloques de parafina
(Capella et al., 1991).

Se amplificaron por separado, las regiones del DNA correspondientes al gen
K-ras, que contenian los codones 12, 13 y 61. Se utilizaron los diferentes
oligonucledtidos que se presentan en ia tabla 7.2, con las condiciones

adecuadas para llevar a cabo [a reaccion de ampilificacion (Tabia 7.1).

Tabla 7.1. Condiciones para la amplificacién por PCR.

Mezcla de reaccién Concentracion final
Amortiguador PCR 10X (100mM Tris pH 8.3, 1X

25mM MgClz, 500mM KCI, 0.1% gelatina)

dNTPs (10mM) G.2mM de cada uno
Oligonucledtido | (sentido) 20 pmol
Oligonucledtido il (antisentido) 20 pmol
Taq—DNA Polimerasa (5U/uf) 1V

DNA templado 100 ng

H20 destilada estéril cbp 10l
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Para los codones 12 y 13, la mezcla de reaccidon se incubdé en un
termociclador Perkin Elmer-Cetus 2400, con un ciclo de desnaturalizacion de 5
min a 95 °C; 35 ciclos de: 1 min a 95 °C, 30 seg de hibridacion de los
iniciadores a 59 °C, 1 min de extension a 72°C y un ciclo final de extension de
S5mina72°C.

Tabla 7.2. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacién de los codones 12 ,13 y 61 de K-ras.

Oligonucleétido Secuencia
Sentido 12 5-TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA CCT-3’
Antisentido 12 5-GTC CTG CAC CAG TAA TAT GC-3'
Sentido 13 5-GCC TGC TGA AAATGA CTG AA-3
Antisentido 13 5-CGT CAA GGC ACT CTT GCC TAG G-3
Sentido 61 5'-TTC CTA CAG GAA GCA AGT AG-3'
Antisentido 61 5-CAC AAA GAA AGC CCT CCC CA-3

Tabla 7.3. Enzimas utilizadas para la deteccién de ilas mutaciones de los
codones 12y 13 de K-ras.

Gen Mutacién | Oligos PCR | Enzima | Longitud Comentarios
K-ras |12 todas S12 AS 12 Mva |* 141 WT dig; mut no dig
K-ras |13 todas S 13,AS 13 Hae lll 71 WT dig, mut no dig

Oligos: oligonucledtidos; WT: tipo silvestre; mut. mutantes; dig: digerido;
*: isoesquisémero de Bst NI.
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7. 4. PATRONES EN FRAGMENTOS POLIMORFICOS DE RESTRICCION
(PCR-RFLPF)

El analisis por fragmentos de restriccion permite detectar mutaciones por la
presencia de fragmentos de DNA que no son digeridos por la enzima. Las
reacciones de digestion se flevaron a cabo bajo las condiciones que a
continuacion se mencionan (Tabla 7.4) con las enzimas de digestion utilizadas

para los respectivos codones (Tabla 7.3).

Tabla 7.4. Condiciones utilizadas para la digestion

enzimatica
Mezcla de digestién Concentracion final
Enzima (8-10 U/ul) 1-2 unidades
Amortiguador 10X 1X
H.O destilada estéril cbp 5ul

Posteriormente, la mezcla de reaccion se incubdé con el producto de
amplificacion por aproximadamente 3-4h a 37°C. Se realizé una segunda
digestion para asegurar que no hubieran productos amplificados, parcialmente
digeridos. Se dtilizaron las mismas concentraciones de los reactivos de la
digestion anterior, sélo que esta mezcla de reaccion se dejo incubando a 37°C
por toda la noche.

Despues de la segunda digestion, los productos de amplificacion digeridos se
analizaron en geles de poliacrilamida al 12%. Se migraron a 200V por espacio
de 2-2.5h y finalmente se tifieron con bromuro"de etfidio (10 mg/ml) para poder
observarlos en un transiluminador de luz U. V. a 300 nm de longitud de onda.
Como control negativo se utilizé DNA de leucocitos de un sujeto sin cancer y
como control positivo para el codén 12, se utilizé un plasmido con una

mutacién en este codon del gen K-ras (pEJ ras™'?) (Miranda, 1996).
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7. 5. POLIMORFISMOS CONFORMACIONALES DE CADENAS SENCILLAS
(PCR-SSCP)

Se utilizé un par de oligonucledtidos adecuados para amplificar un fragmento
del exoén 2, de 129 pares de bases, que contiene 1a regién que incluye el
coddn 61 del gen K-ras. La secuencia de los oligonucledtidos utilizados se
muestra en la Tabla 7.2 (Nikiforov, 1996).

La amplificacién de esta region se realizé utilizando un desoxinucleétido
marcado radiactivamente con P¥ (aP*-dCTP). Brevemente, las condiciones

de amplificacion por PCR fueron las siguientes:

Tabla 7.5. Condiciones de amplificacién para SSCP

Mezcla de reaccion Concentracidn final
Amortiguador PCR 10X 1X
Oligonucleodtido | (sentido) 20 pmol
Oligonucledétido Il (antisentido) 20 pmol
dNTPs (10 mM) 0.2 mM de cada uno
{a-"P}CTP 1uCi
Tag DNA-polimerasa (5U/ul) 1U
DNA templado 100 ng
H.0O destilada esteérit cbp 10ul

La mezcla de reaccion se incubd durante 35 ciclos a las temperaturas de
desnaturalizacion (95°C), hibridacion de los oligonucledtidos (60°C) y de
extension de la polimerasa (72°C). Terminada la reaccion de amplificacion, se
agregé a cada una de las muestras, 9 pL de una solucion amortiguadora para
detener la reaccion (“stop buffer”, apendice- A), ademas de 2 uL de una

solucion de NaOH 0.1M ; esto con el fin de lograr la completa
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desnaturalizacion del DNA. Estas mezclas se incubaron a 85°C por 15 min y
en seguida en hielo, para posteriormente realizar la electroforesis.
Previamente en el laboratorio, se realizaron experimentos de estandarizacion
de la técnica, para encontrar las condiciones éptimas de resolucion para el
fragmento que se estaba analizando. Con base en estos resultados, la
electroforesis de las muestras se llevo a cabo utilizando las siguientes
condiciones: en un gel de poliacrilamida al 6% en condiciones no
desnaturaiizantes, con 5% de glicerol, a 3 W por 15 h a temperatura ambiente.
En seguida, el gel se seco al vacio en un secador de geles, y posteriormente,
se expuso en placas de rayos X sensibles (Kodak, X-O-MAT). A los 3-4 dias,
la placa se reveld y se realizé un analisis del desplazamiento de las muestras,
Debido a que cuando existen mutaciones hay cambios en la secuencia
nucieotidica del DNA, las hebras sencilias de esta moiécula en las muestras
mutadas adquieren una conformacion diferente a la de las muestras normales,
por lo que migran en una posicion diferente en el gel. De esta manera es facil

identificar aquellas muestras que presentan mutaciones.
7. 6. ANALISIS DE MUTACIONES POR SECUENCIACION

Del analisis por RFLP y SSCP, se eligieron las muestras que presentaban una
migracion diferente, para confirmar e identificar por secuenciacion la presencia
de alguna mutacién. El DNA de los prodﬁctos no digeridos (codones 12 y 13,
PCR-RFLP) y de los que mostaron un desplazamiento electroforético diferente
(codon 61, PCR-SSCP), se purificé utilizando técnicas de purificacion de
productos de PCR a partir de geles de agarosa o de poliacrilamida
(Sambrook, 1989). Ulilizando la técnica de la Thermo Sequenase DNA
polymerase (Amersham), que es una modificacion de la técnica de Sanger, las
muestras se secuenciaron y se analizaron por electroforesis en geles de

poliacrilamida al 6% en condiciones desnaturalizantes (con 7M de urea). Esta
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técnica combina innovaciones en cuanto a la secuenciacion del DNA utilizando
radiactividad. La marca se incorpora al DNA utilizando cuatro
didesoxinucledtidos (ddNTPs) marcados radiactivamente con [a-P) Estos
son mas eficientes ya que marcan especificamente las cadenas de DNA
terminadas, es decir, se evita Ja presencia de “artefactos” y bandas de fondo.
Ademas de estas innovaciones, la Thermo Sequenasa es una enzima que se
disefi¢ para incorporar eficientemente los didesoxinucledtidos, lo que pemite
que se utilicen pequedisimas cantidades de isétopo para las reacciones de
terminacion.

Las condiciones de reaccidn para la secuenciacién fueron las que se
presentan en la tabla 7.6.

Tabla 7.6. Condiciones de reaccién para la secuenciacion.

Reactivos Volumen final
Amortiguador de reaccion concentrado 10X 2ul
(260 mM Tris-HCI, pH 9.5, 65mM MgCly)

Thermo Sequenase (Amersham) 4 U/ulL 2ul (8 V)
(50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA,
0.5% Tween-20, 0.5% Nonidet P-40, 50% glicerol)

dGTP Termination master mix 2pl
(7.5 uM dATP, dCTP, dGTP; dTTP)
ddNTPs, 0.3 uM {o-"P}-ddNTP (450pCi/mL) 0.5 ul de cada uno
QOligonucledtido cebador 0.5-2.5 pmol
DNA molde purificado 50-500 ng

o0 25-250 fmol
H-O destilada estéril cbp 20pL
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En cuatro tubos marcados (G, A, T, C), se colocaron 2 ul. del dGTP-
Termination master mix , y se anadié a cada tubo 0.5 ubL de su respectivo
didesoxinucledtido marcado (mezcla 1). Posteriormente, en otro tubo se
colocaron 2 ulL del buffer de reaccion 10X, 50-500 ng de DNA molde, 0.5-2.5
pmol de cebador, 2 ul. de la enzima Thermo Sequenase polymerase (4 U/ul)
y el volumen se ajusté a 20 uL con H>O destilada estéril (mezcla 2). De la
mezcla 2, se colocaron 4.5 ul a cada tubo con la mezcla de terminacion
(mezcia 1). Esta ultima mezcla de reaccién se colocé en el termociclador y se

inicié el siguiente programa de secuenciacidn ciclica:

N° de ciclos Temperatura Duracion
1 95 °C 1min
35 95°C 30 seg
48 °C 30 seg
72°C 1 min

Una vez terminado el programa de PCR , se realizé el analisis por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en condiciones desnaturalizantes
{con 7M de urea). El gel se pre-migré a 35 W constantes por
aproximadamente 30 min. Antes de cargar las muestras al gel, se
desnaturalizaron afiadiéndoles 4 ul de solucion amortiguadora “stop” e
incubandolas a 70-72°C durante 2-10 min y posteriormente hielo. Sin dejar que
el gel se enfriara demasiado, las muestras se cargaron en ei orden G, A, T, C.
Se migraron a 35 W constantes por aproximadamente 2.5 h, con una solucion
de TBE 0.5X como amortiguador de electroforesis. Una vez terminada la
migracion, el gel se secd y se expuso a una pelicula sensible a rayos X.
Despues de exponeria durante 4-5 dias se reveid y se analizaron los

resultados por medio de la lectura de las secuencias.
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8.1 AMPLIFICACION POR PCR DE LOS CODONES 12, 13 Y 61 DEL GEN
K-ras

De acuerdo a las condiciones mencionadas en el capitulo 7 (Materiales y
Métodos), se realizé la amplificacién por PCR de tres regiones del gen K-ras,
las cuales contenian cada una los codones 12, 13 y 61. Se observaron los
productos de amplificacion de estas regiones, cada uno con el par de
oligonucledtidos correspondientes. Se obtuvieron fragmentos del tamario

esperado, 141, 71 y 129 pb respectivamente, tanto de las muestras del tejido
tumorat como del normal (Fig. 8.1).

12 13 61
T NBTNBTNBM

Fig. 8.1. Amplificacién por PCR de las regiones que contienen los codones 12,
13 y 61 del gen K-ras. Carril M: Marcador de peso molecular; N: DNA normal

obtenido de sangre periférica; T: DNA tumoral. Las flechas inidican los
tamarios de los fragmentos.
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8.2 ANALISIS DE LAS MUTACIONES POR RFLPs

Las mutaciones puntuales generan o destruyen sitios de restriccion en las
secuencias gendmicas de algun gen de interés, lo que permite su rapida
deteccion cuando estas secuencias se han amplificado previamente por PCR.
Cuando la mutacién genera que un sitio de restriccién previamente presente
se destruya, ésta se hace evidente por |a presencia de fragmentos de DNA sin
digerir. Desafortunadamente, no todas las mutaciones puntuales crean o
destruyen sitios de restriccion y, por lo tanto, no son detectables por medio de
este procedimiento. Sin embargo, con el uso de oligonucledtidos para PCR
que contienen desapareos relativos a Ja secuencia blanco, es decir, cambios
deliberados en la secuencia del oligonucledtido, se supera esta limitacion.
Después de los primeros ciclos de amplificacién in vitro, los fragmentos de
DNA han incorporado las secuencias de los oligonucledtidos que generan
nuevos sitios de restriccién. La mayor ventaja de esta técnica es que no
requiere el uso de isdtopos radiactivos (Shibata, 1990). La sensibilidad de este
método es bastante alta, ya que las mutaciones se detectan por fragmentos
de DNA no digeridos, |0 que incluye no sclo las secuencias mutantes, sino
también moléculas hibridas entre las hebras silvestre y mutante de DNA (Fig.
8.2).

Actualmente se ha utilizadoo esta metodologia del RFLP para detectar
mutaciones puntuales en los codones 12 y 13 del gen K-ras (Capella, 1991;
Gallinger, 1995).

A manera de ejemplificar la técnica, se describe brevemente el procedimiento
para detectar cualquier mutaciéon en el codon 12 (GGT) (Fig. 8.2). Se
reemplaza la segunda G del codon 13 (GGC) por una A (GAC), utilizando un
oligonucledtido o cebador que genere un sitio de desapareo con una sola
base; este desapareo produce un sitio de corte (GGTGA) para la enzima
seleccionada. Este sitio de restriccion se altera si existe una mutacion de

cualquiera de las dos Gs del codén 12. Las mutaciones de las siguientes
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bases, T y G, no se consideran ya que no apareceran dentro de la secuencia

que se amplificara por PCR.

DNA
GGT GG

Codon Codon
12 13

Cligonucledtido generador del desaparec

GGT GAC
Codon co;:;n * Cambio de base
12

AMPLIFICACION POR PCR

Muestra
Muestra con
no utacion

*
GGTGAC— GATGAC

L@ flecha inc?icela el El asterisco indica e

sitio de restriccién para sitio de la mutacion.

la enzima Esta mutacion altera el

sitio de restriccion de
laenzima previament

DIGESTION generado
ENZIMATICA

S: Fragmento amplificado
sin digerir

D: Fragmento amplificado
digerido con la enzima

Fig. 8.2. Descripcién de 1a técnica de analisis de mutaciones por PCR-RFLP.
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8.2.1, ANALISIS DE LAS MUTACIONES POR PCR-RFLP EN EL CODON 12
DE K-ras

Para la deteccion de las mutaciones en el coddn 12 del gen K-ras, se realizd
por PCR-RFLP el andlisis de los 40 tumores colorrectales de pacientes
mexicanos. La enzima utilizada (Mva !} digirié las muestras que no
presentaron mutaciones, dando origen a dos fragmentos de 23 y 118 pb; por
otro lado, los fragmentos de PCR no digeridos mostraban muestras que
presentaban mutaciones en el codén 12 de K-fas. En la Fig. 8.3 se muestra un
ejemplo de estos resultados. Se encontré que el 25% de las muestras (10/40)

presentaron mutaciones en este codén del gen K-ras.

8.2 ANALISIS POR PCR-RFLP DE LAS MUTACIONES EN EL CODON 13
DE K-ras.

Para verificar la presencia de mutaciones en el codon 13, también se
analizaron por PCR-RFLP las 40 muestras de tumores colorrectales. De
manera similar que |a enzima Mva | (coddn 12), la enzima Hae Ill no digiri6 las
muestras que presentaban mutaciones; las muestras normales si se digirieron,
dando origen a dos fragmentos, uno de 49 y otro de 22 pb. Posterior a la
amplificacion de fas muestras y a la digestion de las mismas con la enzima

Hae lll, se encontré que el 5% (2/40) de los tumores presentaron mutaciones
en este codon (Fig. 8.4).
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8.3 ANALISIS POR PCR-SSCP DE LAS MUTACIONES EN EL CODON 61
DE K-ras.

Por el me’todq de PCR-SSCP, se determiné la frecuencia de mutaciones en el
codon 61 del gen K-ras en los 40 tumores colorrectales. Se encontré que solo
una muestra (2.5%) presenté una mutacion en este codén (Fig. 8.5), por lo que
se procedid con el analisis de la secuencia de este fragmento, asi como de las

muestras de los codones 12 y 13 que también presentaron mutaciones.
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Fig. 8.3. Analisis de fas mutaciones en el codon 12 del gen K-ras por PCR-
RFLP. Carril M: Marcador de peso molecular (escalera de 10pb); carril U:
Mucosa normal no digerida; carrii D: Mucosa normal digerida; carril P:
Plasmido control con una mutacion conocida en el codon 12 (pEJ ras™™)

(Miranda, 1996). Carriles 1-8: Muestras tumorales digeridas con BstNI: carril
W: control de agua.
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Fig. 8.4. Analisis de las mutaciones del codon 13 del gen K-ras por RFLP.
Carril M: Marcador de peso molecular (escalera de 10pb); carril U: Mucosa
normal no digerida; carril D: Mucosa normal digerida. Carriles 1-3: Muestras

tumorales digeridas con Haelll; carril W: control de agua.
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Fig. 8.5. Andlisis de las mutaciones en el codén 61 del gen K-ras por PCR-
SSCP. Carriles 1-21: Muestras tumorales desnaturalizadas. La electroforesis
se realizé en un gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes y
con 5% de glicerol. Se migré a 3 W por 14-16 h a temperatura ambiente. En el
carril 8 se observa un corrimiento electroforético diferente, por lo que esta

muestra se selecciono para el analisis de la secuencia.
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8.5 ANALISIS DE LAS MUTACIONES POR SECUENCIACION
Posteriormente se confirmo la presencia de las mutaciones por medio del
analisis por secuenciacion y se identifico el tipo de mutacion presente en cada
una de estas muestras. Cabe mencionar que, debido a la presencia de células
normales en el homogenado tumoral, en- algunas muestras se observa una
mezcla de DNA normal y tumoral. Sin embargo, no debe descartarse la
posibilidad de que existan células heterocigotas para la mutaciéon. En los
resultados analizados para el codon 12 (Tabla 8.1), se observa que 3/10
(30%) muestras presentén un cambio de glicina por serina, 5/10 (50%)
presentan un cambio de glicina por aspartico, 1/10 (10%) cambia a cisteina y
1/10 (10%) cambia a alanina. Un ejemplo del analisis por secuenciacion se
muestra en la Fig. 8.6 en donde se observan los cambios de las bases que
codifican para el codén 12. La presencia de mutaciones puntuales en el DNA,
implica cambios en la secuencia aminoacidica de la proteina, que finalmente
producen una proteina alterada en su funcion normal (Hesketh, 1995).

El analisis de estos resultados muestra que en el 80% (8/10) de las muestras
se presentan transiciones de G a A. De estas transiciones, tres ocurren en la
primera base y cinco en la segunda. Este tipo de transiciones se han asociado
a agentes alquilantes como posibles carcinégenos (Moerkerk, 1994). Por ofro
lado, sdlo el 20% (2/1 d) de las muestras presentd transversiones de G a C en
la segunda base (T136) y de G a T en la primera base (T192). Estos cambios,
por su parte, se han relacionado con la presencia de carcinégenos del tipo de
hidrocarburos policiclicos arématicos y aminas aromaticas comoc probables

agentes mutagenicos (Urosevic, 1993).
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Tabla 8.1. Andlisis por secuenciacién de las muestras con mutaciones

en el codon 12 del gen K-ras.

MUESTRA| SECUENCIA [AMINOACIDO TRANSICIONES (Ts) O
TRANSVERSIONES (Tv)

Normal GGT Glicina Ninguna

T70 GAT Ac. aspartico Ts. GaA, 22 base
T124 GAT Ac. aspartico Ts. GaA, 22 base
T136 GCT Alanina Tv.GaC, 22 base

T 140 GAT Ac. aspartico Ts.GaA, 2%base

T 142 AGT Serina Ts.GaA, 12 base

T 144 AGT Serina Ts. GaA, 12 base

T 154 AGT Serina Ts.GaA, 12 base
T176 GAT Ac. aspartico Ts.Ga A, 22 hase

T 184 GAT Ac. aspartico Ts. G aA, 22 base
T192 TGT Cisteina Tv.GaT, 1 base
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Del analisis de mutaciones especificas para €l codon 13, se encontro que las
mutaciones presentes eran cambios de GGC (codén normal) a GAG,
cambiando el aminoacido normal glicina a glutamico (Tabla 8.2), siendo

transiciones de G a A en la segunda base del codon.

Tabla 8.2. Analisis por secuenciacion de las muestras con mutaciones

en el codén 13 del gen K-ras.

MUESTRA [ SECUENCIA AMINOACIDO |TRANSICIONES (Ts) 0
TRANSVERSIONES (Tv)
Normal |GGC Glicina Ninguna
T108 |GAG Ac. glutamico Ts. GaA, 22 base
T146 |GAG Ac. glutamico Ts. G aA, 22 base

En cuanto a los resultados obtenidos para el codén 61, se observé que la
mutacion presente daba un cambio del aminoacido normal glutamina a
histidina (Tabla 8.3).

Tabla 8.3. Andlisis por secuenciacién de las muestras con mutaciones

en el codén 61 del gen K-ras.

MUESTRA | SECUENCIA AMINOACIDO |TRANSICIONES (Ts) O
TRANSVERSIONES (Tv)
Normal |CAA Glutamina Ninguna
T118 CAT Histidina Tv.AaT, 32 base
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T144 T176 Ti184 T192
GATC GATC

Fig. 8.6. Ejemplo del andlisis por secuenciacién de las muestras con mutaciones en el codén 12
del gen K-ras. Se purificé el DNA de las muestras que presentaron mutaciones en el codén 12,
previamente analizadas por la técnica de PCR-RFLP. Posteriormente se realizd la secuencia del
fragmento de aproximadamente 120 pb, que contenia la region del codén 12. La flecha indica el
sitio en donde se encuentra este codén. Los carriles representan la fectura de cada una de las
cuatro bases (G, A, T, C) para cada muestra. T: tumor; T144. AGT (lectura en el codén 12),

T176: GAT (fectura en el codén 12); T184: GAT(lectura en el codén 12); T192: TGT (lectura en
el coddn 12). La secuencia normal del codon es GGT.
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8.6 ANALISIS DE LOS DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES

De los expedientes que se encuentran en el Archivo del Hospital de Oncologia

(C. M. N. S. XXI. .LM.8.8.), se recopilaron los datos clinicos de los pacientes.

Dentro de estos datos se incluyeron:

Edad del paciente

Sexo

L.ocalizacion del tumor dentro del colon, es decir, si el tumor se encontraba
de lado derecho o de lado izquierdo del colon.

Estadio de Dukes. Esta clasificacion utiizada por patdlogos, da
indicaciones acerca del grado de invasion del tumor con respecto a las
diferentes capas celulares del colon. El estadio Dukes A se refiere a la
invasion de la mucosa y submucosa del colon (epitelio colonico). El estadio
B es la invasion del tumor hacia el interior de la pared intestinal, llegando al
muscule liso; el estadio C es la diseminacion de células tumorales a
ganglios linfaticos y por udltimo el estadio D se refiere a la invasion a
ganglios linfaticos y metastasis a distancia del tumor primario (Solano,
1997).

Tratamiento previo, es decir, si los pacientes recibieron radio y
quimioterapia antes de la intervencion quirdrgica.

Metastasis, para referir los sitios a donde se presento este fendomenao.
Recurrencia, es decir, si el paciente ya habia presentado algun tipo de
padecimiento oncoldgico previo a la cirugia de colon.

Sobrevida, para incluir, en su caso, las causas de muerte o para conocer

si los pacientes operados ya no presentaron recurrencia,

Se incluyd la informacién que se considerd importante para la posible

correlacion entre estos datos y los resultados del analisis molecular. En la

tabla 8.4 se presenta el resumen de estos datos. La edad de los pacientes va

de 16 a 89 anos, siendo el promedio 58.45 anos. De estos pacientes el 50%

(20/40) fueron del sexo femenino y el otro 50% del sexo masculino. El 5%
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(2/40) presentaron un estadio de Dukes A, el 52.5% (21/40) Dukes B, el 30%
(12/40) Dukes C y el 2.5% (1/40) Dukes D. El 10% restante (4/40) no fue
clasificado en relacion al estadio de Dukes.

Se encontrd que el 25% (10/40) de los pacientes presentd mutaciones en el
coddn 12 del gen K-ras. De estos pacientes, el 60% (6/10) fueron del sexo
femenino y el 40% (4/10) del sexo masculino. Con respecto a la clasificacion
del tumor, se encontré que el 10% (1/10) presentd estadio Dukes A, el 60%
(6/10) Dukes B, ningun tumor presenté Dukes C o D y el 30% (3/10) de las
muestras con mutacién pertenecia al grupo de tumores sin clasificacion de
Dukes determinada, De estas 10 muestras el 80% de los tumores estaba
localizado de lado izquierdo del colon, es decir, en el area sigmoide-rectal,
mientras que el 10% se encontrd del lado derecho del colon. El 10% restante
pertenecia a un paciente con PAF (Poliposis Adenomatosa Familiar), que es
un sindrome hereditario en el que se presentan cientos de miles de pdlipos a
lo largo de todo el colon. Eventualmente uno de estos podlipos benignos, se
iransformaré en adenoma o adenocarcinoma (malignos).

Por otra parte, cabe resaltar la importancia de la sobrevida de los pacientes,
ya que el 90% de los pacientes con cancer de recto que presentaron
mutaciones en el coddén 12 de K-ras mosiraron una sobrevida sin actividad
tumoral, es decir, estaban vivos y sin recurrencia ni metastasis.

En relacidn a las mutaciones del codén 13 del gen K-ras, se encontrd el 5%
(2/40) de los pacientes con este tipo de mutacion. De estos pacientes el 50%
(1/2) fue de! sexo femenino y el otro 50% de sexo masculino. Los dos
pacientes presentaron un tumor clasificado como Dukes C. Sin embargo, uno
de los tumores estaba localizado del lado izquierdo del colon, mientras que el
otro se encontrd de lado derecho. Estos pacientes ya habian fallecido, uno sin
actividad tumoral y otro con metastasis a ganglios linfaticos.

En relacion con las mutaciones presentes en él codon 61, solo se encontro un

paciente (2.5%) con este tipo de mutacion. Este paciente era del sexo
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femenino, con una clasificacion tumoral Dukes C y con metastasis a ganglios
linfaticos.

Finalmente, no se encontrd una correlacion significativa (prueba de Spearman)
entre los datos clinicos y las mutaciones de K-ras; sin embargo, se pudo
establecer un tipo de asociacion entre las mutaciones en e! codon 12 de K-ras
de los pacientes con cancer de recto que presentaron un estadio Dukes B y la
sobrevida de estos pacientes. El 90% de este grupo de pacientes con

mutaciones en el coddén 12 de K-ras, se encontraban vivos sin actividad
tumoral.

Por ofra parte, también se pudo establecer una asociacién entre los tumores
con mutaciones en los codones 13 o 61 del gen K-ras y el estadio Dukes, ya

que los tumores presentaron una clasificacién Dukes C.
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Tabla 8.4. RECOPILACION DE LOS DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES

N° de tumor| Edad Sexo | Localizacion | Dukes | RT/QT | Metastasis | Recurrencia | Sobrevida | Codon | Cambio
mutado | de aa
T70 62 F Ciego B - NO NO VSAT 12 Asp
T72 75 F Ciego C + ganglios NO NR '
T76 81 F Recto C + NR Sl NO
T 80 43 M Recto B + NO NO VSAT
T 88 72 F Recto Cc + _ganglios NO MSAT
T80 58 M Recto B + NO NO VSAT
T96 27 M PAF B NR NO NO NO
T 100 62 M Sigmoides B + NO NO VSAT
T 104 45 M Recto B + NO NO VSAT
T106 70 M Recto B + NO NO VSAT
T108 64 M Sigmoides C + ganglios Si NR 13 Glu
T110 65 M Sigmoides D + _higado Sl MCAT '
7116 86 F Recto B + NO NO NO
T 118 62 F Recto Cc + ganglios NO VSAT 61 His
T120 52 M Recto B + pulmén y Sl MCAT
_ cerebro
T 122 59 F Sigmoides B + NO NO VSAT
T 124 63 M Recto ND + NO NO MSAT 12 Asp
T 128 88 M Recto B - NO Si NR
T132 61 F Ciego C + dseas Si MCAT
T134 60 M Recto C + ganglios NO VSAT

F/M:masc/fem; PAF: Poliposis Adenomatosa Familiar; RT/QT: radio/quimio terapia;+/- : recibié/no recibio; VSAT: vivo sin actividad
tumoral; VCAT:vivo ¢/actividad tumoral; MSAT:muerto sin actividad tumoral; MCAT:muerto ¢/ actividad tumoral; NR: no reportado;

ND: no determinado.

73




Tabla 8.4. RECOPILACION DE LOS DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES (CONTINUACION)

N® de tumor | Edad Sexo | Localizacion | Dukes [ RT/QT | Metastasis | Recurrencia | Sobrevida | Codon | Cambio

mutado | de aa

T 136 59 F Recto B + NO NO VSAT 12 Ala

T138 74 M Recto A NR NO NO VSAT

T 140 25 M PAF ND NR NO NO VSAT 12 Asp

T 142 66 M Recto B + NO NO VSAT 12 Ser

T 144 56 F Sigmoides A NR NO NO VSAT 12 Ser

T 146 53 F Ciego C NR NO NO MSAT 13 Glu

T 148 67 M Recto C + higado NO MCAT

T 150 67 F Sigmoides B NR NO NO VSAT

T152 75 F Canal anal B + NO Sl VSAT

T 154 50 F Canal anal B NR NO Sl VSAT 12 Ser

T172 57 F Sigmoides c + NO NO VSAT

T 174 89 M lzquierdo B NR NO Si VSAT

T 176 52 M Sigmoides B NR NO NO VSAT 12 Asp

T 180 16 F Peutz-Jegher| ND NR NO NO NR

T184 53 F Recto B + NQO NO VSAT 12 Asp

T 186 57 F Sigmoides B NR NO NO VSAT

T188 - 57 M Ciego B NR NO NO VSAT

T 190 32 M Izquierdo C NR NO NQ VSAT

T 192 56 F Recto ND + NO NO VSAT 12 Cys

T 194 22 F Sigmoides C NR NO NO VSAT

F/M:masc/fem; PAF: Poliposis Adenomatosa Familiar; RT/QT: radio/quimio terapia;+/- ; recibié/no recibid; VSAT: vivo sin actividad
tumoral; VCAT:vivo c/actividad tumoral; MSAT:muerto sin actividad tumoral; MCAT:muerto ¢/ actividad tumoral: NR: no reportado;

ND: no determinado.
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9. DISCUSION




En este trabajo, se realizd el analisis de la frecuencia y el tipo de mutaciones
en los codones 12, 13 y 61 del gen K-ras en un grupo de tumores colorrectales
de pacientes mexicanos. Se encontré que esta poblacion presentd un patrén
de frecuencia de mutaciones del gen K-ras (32.5%) dentro del rango de los
previamente reportados en la literatura para ofras poblaciones del mundo (32-
73%, Tabia 9.1). Dentro de las mutaciones presentes, se encontré que el
76.9% (10/13) se encontraron en el coddén 12 y el 15.38% (2/13) en el coddn
13. Este patron de frecuencias concuerda con los datos reportados, los cuales
muestran que el coddn 12 es el que presenta un mayor porcentaje de
mutaciones en comparacion con otros codones (DeBenedetti, 1993; Pretlow,
1993; Gallinger, 1995). Por otra parte, el 7.69% (1/13) de las mutaciones se
encontrd en el coddén 61 del gen K-ras. Este coddn es, de los que se han
analizado, el que presenta una menor frecuencia de mutaciones. De hecho
existen trabajos en donde no encuentran mutaciones en este codén en otras
poblaciones estudiadas, como la estadounidense (Finkelstein, 1993); la
yugoslava (Urosevic, 1993); o la japonesa (Hayashi, 1996). Estos datos
apoyan y amplian el hecho de que las mutaciones en K-ras en cancer

colorrectal son un evento frecuente en el desarrollo de la tumorigénesis
colorrectal.

Por ofro lado, se encontré que el tipo de mutaciones presentes varia en la
poblacién mexicana, en comparacién con algunas otras poblaciones. Se ha
reportado que las poblaciones europeas, como la yugoslava y la francesa,
presentan con mayor frecuencia transversiones G a T de las bases en los
codones 12 y 13 de K-ras (Urosevic, 1993; Delattre, 1989) mientras que las
poblaciones de Estados Unidos y de Japdn presentan mas frecuentemente
transiciones de G a A en el codén 12 de K-ras (Capella, 1991; Hayashi, 1996).
Es importante conocer el tipo de mutaciones que se encuentran presentes en

las diferentes poblaciones, ya que éstas se han asociado a diferentes tipos de
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carcinégenos. La presencia de transversiones G a T se ha asociado a agentes
carcinogénicos del tipo de hidrocarburos policiclicos aromaticos y aminas
heterociclicas, mientras que las transiciones G:C a A'T se asocian a la
presencia de agentes alquilantes (Richardsoh, 1987; Urosevic, 1994), Este
trabajo mostré que la poblacion mexicana presenta un mayor porcentaje de
transiciones de G a A (76.9%), similar a los resultados reportados para las
poblaciones estadounidense y japonesa. Esto apoya la idea de que los
factores externos, como la exposicién a los diferentes tipos de carcindgenos
ambientales (agentes alquilantes), influyen én la presencia de mutaciones
especificas para cada poblacién estudiada (Hayashi, 1996; Urosevic, 1994).

Se han realizado estudios donde se ha reportado que no existe una
correlacion aparente entre la presencia de alguna mutaciéon en K-ras en
carcinomas de colon, y la localizacién anatomica del tumor, la invasividad, el
nivel de diferenciaciéon, la edad o el sexo del paciente (Bos, 1989). Sin |
embargo, existen algunos otros reportes en donde se logra establecer una
correlacion entre las mutaciones de K-ras y el estadio de Dukes (Moerkerk,
1994), la edad, sexo y localizacion del tumor (Breivick, 1994), la agresividad
del tumor (Finkelstein, 1993) o la sobrevida de los pacientes asociada al tipo

de mutaciones presentes en K-ras (Senagore, 1997).

En este trabajo se observé una correlacién entre las mutaciones y el estadio
de Dukes de los tumores. Los tumores con mutaciones en el codén 12 de K-
ras, presentaron un estadio Dukes B (60%),.

Los tumores con mutaciones en los codones 13 o 61 presentaron un estadio
Dukes C (100%). La mayoria de mutaciones presentes en los tumores Dukes
B fueron transiciones mientras que las mutaciones de los tumores Dukes C
fueron transversiones. Estos datos amplian la informaciéon publicada, en

donde se encuentra una correlacion entre el tipo de mutaciones de los
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tumores con el estadio de Dukes (Moerkerk, 1994). Los tumores que
presentaron transiciones G a A estaban clasificados como Dukes B, mientras
que los que presentaron transversiones G a T estaban clasificados como
Dukes C. En base a estos resultados, se sugiere que las transversiones G-T
y/o G-C confieren a las células tumorales ia capacidad de producir metastasis,
mientras que las transiciones G-A no confieren esta capacidad, por lo que se
considera que las mutantes G-T pueden ser mas agresivas que las mutantes
G-A. Estos resultados son importantes ya que implican que los tumores
pueden seguir diferentes vias de tumorigénesis y que eventualmente, algunas
de estas vias seran mas agresivas que otras.

Existen trabajos en los que se ha resaltado que las mutaciones en K-ras, y
atn algunas mutaciones en particular confieren cierta agresividad del tumor, lo
que influye en el curso de |la enfermedad del paciente.

Finkelstein (1993) realizd un andlisis del grado de agresividad del tumor
relacionado con el tipo de mutaciones de K-ras. En este trabajo encuentran
que las mutaciones menos agresivas son los cambios a valina en el codén 12,
mientras que las demas sustituciones las considera agresivas, particularmente
el cambio a aspartico en el codén 12 (Tabla 9.2). También considera que las
mutaciones de aspartico en el codén 13 son favorables. Se sugiere que la
mayoria de estos cambios confiere un potencial metastasico, incluyendo

algunos tumores que no presentan mutaciones en K-ras.

Recientemente, se realiz6 un estudio donde no se encontré una correlacion
entre [as mutaciones de K-ras con la clasificacion de Dukes (Senagore, 1997);
sin embargo, si se logro establecer una correlacion entre el tipo de mutacion
(cambio de aminoacido) y la sobrevivencia de los pacientes con cancer

colorrectal. En este trabajo se sugiere que cuando aparecen mutaciones en
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los codones 12 y 13 y el cambio de aminoacido es de Gly a Asp, los pacientes

cursan con un buen pronéstico de sobrevida.

Tabla 9.2. Clasificacién tumora! en base a las caracteristicas de K-ras

Tipo de mutacion Caracteristicas del tumor

Asp-13 (GGC-GAC) Muy indolente; no se observan depdositos metastasicos

val-12 (GGT-GTT) Indolente; capacidad de metastasis a nodos pericolonicos; no
se observa metastasis a visceras

Normal (GGT) Crecimiento principalmente local, con tendencia a
esparcimiento transcolémico

Agresivos; capacidad de metastasis a nodos linfaticos

pericolonicos y a higado; algunos con esparcimientos distantes

Todas las
mutaciones en 12
Asp-12 (GGT-GAT) Muy agresivo; se disemina rapidamente del sitio primario; se
presenta enla mayoria de las metastasis hematogénicas

Indolente se refiere a un genotipo en el que no se han identificado metastasis a

visceras (Tomado de Finkelstein, 1993)

Nuestros resultados apoyan los previamente publicados (Finkelstein, 1993;
Senagore, 1997), en relacién al tipo de mutaciones presentes en el codon 12.
Estos autores reportan que la mayoria de mutaciones en el codon 12 de K-ras,
son cambios de glicina a aspartico. Como se menciond anteriormente, se
encontré que el 50% de las mutaciones en el codon 12, para la poblacion

estudiada, fueron cambios de glicina a aspértiéo.

Por otra parte, se encontré que la mayoria de los pacientes que presentaron
cambios por aspartico en el codoén 12, mostraron una sobrevida sin actividad
tumoral. Estos resultados contrastan con algunos autores (Finkelstein, 1993),

quienes proponen que las mutaciones por aspartico son muy agresivas.
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Sin embargo, ofros autores(Senagore, 1997) han encontrado que los
pacientes con este cambio (Gly a Asp) presentan una buena sobrevida.

Nuestros resultados coinciden con éstos Ultimos.

Los resuitados de este trabajo también pueden apoyarse en el modelo de
tumorigénesis colorrectal (Fearon, 1990), en el que se propone que las
mutaciones de K-ras ocurren generalmente en las etapas tempranas del
desarrollo tumoral. En base a este modelo, sé puede pensar que los tumores
que presentan mutaciones en K-ras, que se han desarrollado de acuerdo a
este modelo, se encuentran en etapas refativamente tempranas del desarrollo
tumoral (Dukes B), razén por la cual se puede suponer que no son fan
agresivos y que, ademas, son susceptibles a los tratamientos terapeuticos,
que impediran que continle el desarrollo tumoral. Por otro lado, se puede
pensar que los tumores que presentaron mutaciones en {os codones 13 y 61 y
que presentaron un estadio Dukes C, son mas agresivos, ya sea porque son
tumores en etapas intermedias, en donde ya han participado otros
mecanismos de tumorigénesis (aiteraciones en p53, apc, etc) o se han

desarrollado por alguna otra via de carcinogénesis colorrectal, diferente al
modelo propuesto.

Por estas razones, los resultados de este trabajo permiten apoyar la propuesta

de otros grupos, de utilizar al gen K-ras como un posible indicador de buen

prongdstico de sobrevida para pacientes con cancer colorrectal.
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Tabla 9.1. Comparacion de frecuencias de las mutaciones en los codones 12, 13 y 61 del gen K-ras

en diferentes poblaciones del mundo.

Pais Autor, afio Codon{es) |Porcentaje de Métodos utilizados
o analizados mutaciones
Holanda Qudejans, 1991 12, 13, 61 32% (16/50) PCR/Dot blot
| Francia Laurent-Puig, 1991 12,13 39% (39/99) PCR/Dot blot
'Espana Shaw, 1991 12, 13 48% (11/23) PCR/Secuenciacion
USA Capella, 1991 12,13 39% (126/316) PCR/RFLP
Italia DeBenedetti, 1993 12 62.5% (15/24) PCR/SSCP
Yugosiavia |Urosevic, 1993 12,13 33%A:46%B;58%C {PCR/Dot blot
USA Pretlow, 1993 12 73% (11/15) PCR/Dot blot
Holanda Moerkerk, 1994 12, 13 50%B (17/31); PCR/SSCP/
- 50%C (22/42) Secuenciacion
Canada Gallinger, 1995 12 36% (7/19) PCR/RFLP
Japon Hayashi, 1996 12, 13, 61 33.9% (108/319) PCR/MASA
México Segura J., Quintero A, }12, 13, 61 32.5% (13/40) PCR/RFLP/SSCP/
1997 Secuenciaciéon

A: Dukes A; B: Dukes B; C: Dukes C; PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa; RFLP: Fragmentos

polimoérficos de restriccion; SSCP: Polimorfismos conformacionales de cadena sencilla, MASA: Amplificacion

especifica de alelos mutantes.
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La realizacién del presente trabajo es una forma de acercarse al conocimiento
de las caracteristicas que se presentan en la tumorigénesis colorrectal de
pacientes mexicanos, que tienen origenes étnicos y culturales distintos a los
de otras poblaciones del mundo. Los resultados obtenidos permiten concluir lo

siguiente:

e El 32.5% (13/40) de las muestras estudiadas de pacientes con cancer
colorrectal, presentd mutaciones en los codones estudiados del gen K-ras,
El 25% (10/40) de estos pacientes presentd mutaciones en el codén 12; el
8% (2/40) en el coddn 13 y el 4% (1/40) en el codon 61 del gen K-ras. Esto
indica que la poblacion mexicana presenta un patrén de mutaciones que se

encuentra dentro del rango reportado para otras poblaciones del mundo.

e El 76.9% (10/13) y el 15.38% (2/13) de las mutaciones presentes se
encontaron en los codones 12 y 13, respectivamente, mientras que tan solo

el 7.69% (1/13) de las muestras presentd mutaciones en el codon 61 del
gen K-ras.

» Con respecto al tipo de mutaciones presentes, se encontré un mayor
porcentaje de transiciones (cambios de purina a purina o pirimidina a
pirimidina) (77%} que de transversiones {(purina a pirimidina o viceversa)
(23%), estos datos son similares a los reportados para las poblaciones
americana y japonesa.

e Con relacion a los datos clinicos se encontraron las siguientes frecuencias:
de los tumores que presentaron mutaciones en K-ras el 61.5% de los
pacientes fueron de sexo femenino; el 70% presentd una invasividad
moderada (estadio de Dukes A+B); el 90.9% de los tumores con mutacion

se localizaron del lado izquierdo del colon; el 80% de los pacientes no
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presentd recurrencia de la enfermedad y por Gltimo el 84% se encuentra

vivo sin actividad tumoral.

Se observé una asociacion entre las mutaciones y (a clasificacion de los
tumores; es decir, el 80% (6/10) de los tumores con mutaciones en el codén
12 presentaron un estadio Dukes B, mientras que el 100% (3/3) de los

tumores con mutaciones en los codones 13 y 61 presentaron un estadio
Dukes C.

De los tumores con mutaciones presentes en el codon 12, el 50% presentd
una transicion G a A en la segunda base del codon, cambiando ell
aminoacido Gly por Asp. Se encontré una asociacion entre este tipo de
mutacién y la sobrevida de los pacientes. Aquellos pacientes con esta
mutacién en el coddn 12, presentaron una mejor sobrevida que los que no
tenian mutaciones en K-ras.

Los datos obtenidos de la frecuencia y tipo de mutaciones en el gen K-ras
en tumores colorrectales provenientes de pacientes mexicanos, apoyan y

amplian la informacion obtenida para otras poblaciones del mundo.
Ef gen K-ras podria utilizarse como un_marcador molecular de buen

pronastico y sobrevida para los pacientes con cancer colorrectal en la
poblacién mexicana.
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SIGLAS




DAG Diacilglicerof

DNA Acido desoxirribonucieico

EGF Factor de crecimiento epidérmico

ERK Cinasa regulada por sefiales extracelulares

FTPasa Proteina farnesiliransferasa

GAP Proteina activadora de la GTPasa

GDP Guanosina difosfato

GNEF Factor de intercambio de nucledtidos de
guanina

Grb-2 Proteina-2 unida al receptor del factor de
crecimiento

GTP Guanosina trifosfato

GTPasa Guanosina trifosfatasa

H-ras Harvey rat sarcoma gene

K-ras Kirstein rat sarcoma gene

MAPK Cinasa de la proteina activada por mitégenos

MEK (MAPKK) Cinasas de las proteinas MAPK

N-ras Neuroblastoma raf sarcoma gene

NF1 Neurofibromina 1

NGF Factor de crecimiento neural

PAF Poliposis Adenomatosa Familiar

PC-PCL Proteina fosfatidilcolina fosfolipasa C

PCR Reaccidn en cadena de Ia polimerasa

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaguetas

PH Homdlogo de plecstina

PKC Proteina cinasa C

PT Proteina palmitoiltransferasa

ras Gen del sarcoma de rata

RFLP Fragmentos polimbrficos de restriccion

RTK Receptor con actividad de tirosina cinasa

Sos “Son of the Seven Less"

SRF Factor de respuesta a suero

SSCP Polimorfismos conformacionales de cadenas
sencillas
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e PBSpH 7.0
Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.44 g de NaoHPOsy 0.24 g
de KH2PO4 en 800 ml de H,O. destilada. Ajustar el pH a 7.0 con

HCI. Aforar a 1 litro con HxO.Esterilizar por autoclave. Almacenar
a temperatura ambiente.

» Proteinasa K (20 mg/ ml)

Disolver 20 mg en 1 ml de H20O destilada estéril. Almacernar en
alicuotas a -20 °C.

e Fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1)

Mezclar cantidades equivalentes de fenol equilibrado vy
cloroformo. Afadir 1/25 de alcohol isoamilico. Almacenar a 4°C
en un frasco de vidrio dmbar a temperatura ambiente.

e Buffer de carga 6X para DNA
0.25% de azul de bromofenol
0.25% de xilencianol FF

30% de glicerol en agua
Almacenar a 4°C.

o Geles de agarosa

Agarosa

TBE 1X

Bromuro de etidio {conc. final 0.5 pg/mi)

e Bromuro de etidio (10 mg/ml)

Agregar 1 g de bromuro de efidio en 100 ml de H>O. Agitar
varias horas para asegurar la completa disolucion del reactivo.
Almacenar la solucidn en oscuridad y a temperatura ambiente.
PRECAUCION: El bromuro de estidio es un agente mutagénico

potente y moderadamente toxico. Se debe manejar con
guantes en todo momento.
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e Geles de poliacrilamida al 12%

12 ml de acrilamida-bis acrilamida al 40%
TBE 10X (conc. final 1X)

Persulfato de amonio 10%

TEMED

H20 (cbp 100 mi)

o Geles de poliacriiamida al 6% con 5% de glicerol
6 ml de acrilamida-bis acrilamida al 40%

TBE 10X {conc. final 0.5X)

5 ml de glicerol

Persulfato de amonio 10%

TEMED

H2O (cbp 100 mi)

o Geles de poliacrilamida al 6% con 7 M de urea
é ml de acrilamida-bis acrilamida al 40%

42 g de urea (conc. final 7M)

TBE 10X {conc. final 1X)

Persulfato de amonio 10%

TEMED

H20 (cbp 100 mi)

o “Stop buffer" o Buffer de desnaturalizacidén
95% de formamida

20 mM EDTA

0.05% de xilencianol

0.05% de azul de bromofenol

e TBE 10X

108 g de Tris base

55 g de Acido bdrico
40 mi de EDTA (pH 8.0)

Disolver en 1 litro de H2O desionizada. Esterilizar por autoclave.
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ABSTRACT

An important increase in the incidence of colorectal cancer has been detected in the last
decade in Mexico. This fact could be attributed to several causes, namely the diet
acquired from industrialized countries. Various groups have characterized the mutational
pattern of oncogenes, including Ki-ras gene in colorectal tumors from different human
populations. The aim of this work was to study the percentage of mutations at codons 12,
13 and 61 of the Ki-ras gene in 40 colorectal tumors from Mexican patients. We identified
point mutations at codons 12 and 13 of the Ki-ras gene, using PCR followed by RFLP. We
also performed PCR-SSCP to identify mutations at codon 61. We confirmed the mutations

by sequence analysis in all the altered codons. Our resuits indicate that 25% of the tumors

presented mutations at codon 12; 8%, at codon 13; and 4%, at codon 61 of the Ki-ras

gene. We found that 28.5% of these mutations presented transitions. Ali of them
corresponded to Dukes’ A & B stages of invasion. The overall results indicate that: 1) The

frequency of Ki-ras mutations in colorectal cancer in Mexican population was 32.5%, which

is similar to  that reported in other populations. 2) Most of the studied samples were in

Dukes'A & B stage and presented transitions in the second base of codon 12 whereas

those mutations in codon 13 and 61 were in Dukes™ C stage. 3) The prevalence of

transitions detected in these patients suggests that Mexican population should be exposed

to alkylating agents.




INTRODUCTION

Colon cancer is the second most prevalent neoplasia in the western countries. A marked
increase in this malignancy has been observed in Mexico in the last yéars (1). Alterations

in cellular proto-oncogenes in colorectal neoplasias have been largely identified (2-4).

it has been reported that Ki-ras participates in the progression of human tumorigenesis (5-
8). About half of the patients with colorectal carcinoma presents Ki-ras mutations (8-14).

Previous reports have demonstrated the existence of different mutations in the Ki-ras gene

at codons 12, 13 and 61 (9), (16-19).

it has been found an increase of Ki-ras mutations with progressive stages of the tumor

suggesting the involvement of ki-ras activation in tumor progression (3,15).

Many ki-ras mutations have been associated to certain environmental carcinogens (9),

such as polycyclic aromatic hydrocarbons and heterocyclic amines (16-19).

The aim of the present work was to study the frequency and the type of mutations at
codons 12, 13 and 81 of Ki-ras gene in Mexican patients with colorectal cancer and its

correlation with clinical data.

MATERIALS AND METHODS

Specimens and DNA preparation. Colectomy specimens from 40 patients aged 30-86
with colorectal carcinoma were placed on ice immediately after surgical removal, opened,
and rinsed with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS). Small portions of all carcinomas

were snap-frozen and stored in liquid nitrogen until DNA preparation. All the specimens

were obtained from the Hospital de Oncologia, C. M. N., 8. XXI, I. M. S. S. {Mexico City).
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Patients were surgically treated between 1992 and 1996. All samples corresponded to
sporadic colorectal adenocarcinomas, Dukes' A, B or C stages (20). High molecular

weight DNA was prepared from frozen tissue using SDS lysis and proteinase K digestion

as previously described (21).

PCR-RFLP Analysis. We used the PCR-RFLP method, with slight modifications as
previously described (9). Briefly, we used PCR amplification of 0.1 ug of DNA using the
primers indicated in Table 1,7 25 uM of each deoxyribonucieotide triphosphate, 1.25 unit of
Taq DNA polymerase (Perkin Eimer), 20 pmol of each primer indicated in Table 1, 25 pM
of each deoxyribonuéleotide triphosphate, 1.25 unit of Tag DNA polymerase (Perkin
Eimer), 20 pmol of each primer indicated in Table 1, The PCR amplification was performed
for 30 cycles. The cycle profile was 95°C for 30 seg, 59°C for 30 seg ,72°C for 40 seg.
Since the great majority of K-ras mutations reported in colorectal cancer are single base-
pair mutations in codons 12 and 13, we used a sensitive mismatched primer/restriction
enzyme method to specifically detect Ki-ras codons 12 and 13 mutations. Following the
amplification, DNA was digested with the appropriate enzyme to detect an specific type of
mutation (e. g. BstNI for mutations at codon 12). The BstNl digested products were
separed onto a electrophoreses on 12% polyacrylamide gels. Ki-ras codon 12 mutations
were identified by the presence of PCR products which fail to cut with BstNI; Ki-ras codon
13 mutations were identified by the presence of PCR products which fail to cut with Haelll.

The specific type of mutations were identified using sequence analysis (21).
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PCR-SSCP Analysis. Mutations of Ki-ras at codon 61 were analyzed using the PCR-SSCP
analysis as previously described in (22-23), with sfight modifications. Briefly, PCR
amplification of 0.1 ug of DNA using the primers specified (Table 1): 25 uM of each
desoxyribonuclectide Atriphosphate, 1.25 U Taq DNA polymerase (Perkin Elmer), 20 pmol
of each primer, and 2 pCi of (a-P) dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham, Buckinghamshire,
United Kingdom). The PCR reaction was performed for 30 cycles. The cycle profile was:
95°C for 30 seg, 60 °C for 40 seg, 72°C for 40 seg. Then DNA was denatured at 95°C for 6
min and analyzed on a 6% polyacrylamide gel with 5% glycerol at 3 W at 25°C. The gel
was dried on filter paper and exposed to an X-ray film (Kodak X-OMAT).

Sequencing of PCR Products. 1560-200 fmol DNA of PCR products were sequenced
according to a modification of the method of Sanger (21) with the double-stranded DNA
Cycle Sequencing System (Perkin Elmer) following the instructions of the suppliers. After
terminating the reaction, 4ul were applied to a 6% polyacrylamide gel containing 7M urea

and separated at 1500 V during 2 h. The gel was authoradiographed by a Kodak X-OMAT

Film.

RESULTS

The appearance of mutations in 40 colorectal tumors from Mexican patients was studied at
codons 12 and 13 in Ki-ras PCR-RFLP and at codon 61 by PCR-SSCP.The sequence

analysis was also carried out in order to determine the type of mutation.




Mutations at the codon 12,13 and 61 of the Ki-ras gene

PCR-RFLP analysis showed that é 25% (10/40) of the samples presented a mutation in
codon 12 of the Ki-ras gene (Fig 1). The sequence analysis revelead that 30% of mutations
presented a transition G to A in the first base of the codon, resuiting in a change of Gly to
Ser. 50% of the mutations were transition in the second base of the codon, G to A (Gly to
Asp). In addition, tWo transversions (5%) were found. One sample presented a

transversion in the second base G to C (Gly to Ala); and the other one, in the first base G

to T (Gly to Cys) (Table 2).

We found that only 5% (2/40) of the samples presented a mutation at codon 13 of the Ki-

ras gene. Sequencing analysis showed that both samples presented a transition in G o A

in the second base of the codon (Gly to Glu).

The analysis of mutations at codon 61 showed that only 2.5% (1/40) of the tumor samples

presented a change in mobility in the polyacrylamide gel. Its sequence revealed a

transversion A to T that modified the encoded aminoacid Gln to His.

Correlation of the Ki-ras gene mutations with the clinical data

Clinical correlations of the data are summarized in Tables 3 and 4. The analysis of
mutations in codon 12 of Ki-ras in relation to sex afforded 25% and 30% for male and
female respectively. No significant correlation was found between the molecular analysis

and the clinical data of the patients such as sex or location of the tumor.
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We found that 70% of the samples with mutations at codon 12 were in Dukes' A& B

stages. All these patients are alive without tumoral activity (AWTA). In the other three

samples the stage of the tumors was not established.

The analysis of Ki-ras point mutations at codon 13 (25%) afforded two transitions GGC to
GAC 2/2 (100%) (gly-glu) in both tumors which presented Dukes’ C stage of invasion

(Table 3) one with metastasis and the other one is dead (Table 4}.

The only point mutation found in the Ki-ras codon 61 was a transversion CAA to CAT (gin

to his). This tumor corresponded to a Dukes’ C stage of invasion.

From the total number of mutations found (13/40), we observed 76.9% of transitions
(10/13) and 23% of transversions (3/13). Thirty percent of the transitions (G to A} were
found in the first base of the codon and 70% (7/10) in the second base.besides, we

observed two and one mutation in codon 13 and 61 respectively, 2/3 were transversions in

the first base.

DISCUSSION

The analysis of Ki-ras gene at codons 12, 13 and 61 in this study revealed that from 40

samples of colorectal cancer from Mexican patients, 32.5% presented mutations.

The frequency of Ki-ras mutation found in this work is in agreement with previous data
obtained in other populations (9,10,14,15,17,18,24,25). The specific types of point
mutations correlated with those observed in Japanese and USA populations, (18) which

are exposed to alkylating agents. These results suggest that Mexican popuiation is also

exposed to these agents.




Qur results show that 70% of the mutations_ in codon 12 corresponded to Dukes” A&B
stages and those of codons 13 and 61 to Dukes'C stage. We found a correlation between
the number of transitibns in the patients without tumoral activity. These resuits agree with
the data of Moerkerk,1994 (17) who proposed that Duke stage B tumors presenting G to A
transitions do not progress into a higher Dukes stage due to the absence of metastatic

potential. Whereas tumors of the same stage with G-T transversions would progress

toward the Dukes'stage C.

The presence of a variety of Ki-ras point mutations has been attributed to different
mutagenic dietary components or ethnic variation. It is probable that transitions G {0 A are
caused by multiple and diverse mutagens such as alkylating agents, spontaneous errors
of the DNA replicative machinery or both (9), whereas G to T transversions are due to

mutagenic action of polycyclic aromatic hydrocarbons and heterocycli amines (17,18).

It is important to overlight that several studies have revealed a significant difference

between the type of the mutations present at Ki-ras gene and the studied population

(5.6,8-10,12,16-18). Indeed the percentage of transitions found in our study (76.9% of

transitions G to A ) was similar to that found in the Japanese (18) and American

population (9). However, in the Europeans the prevalence was different since Yugosiavian
(16) and French populations (18), the major mutations were at second base of the Ki-ras
gene characterized by G toT transversions. it has been reported that transversions G to T
at the second base (Gly to Val) of codon 12 possess the most potent transforming ability
(16). Other mutations ‘such G to C in the first and in the second position of codon 12 { Gly
to Arg and Gly to Ala, respectively) have also been reported, although the frequency is

lower. However, it has been suggested that this kind of transversion endows the tumor
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celis the ability of metastasing (17). This finding is very important since it may be possible

to use the Ki-ras oncogene as a reliable marker for diagnosis and prognosis of colorectal

cancer (24).

In conclusion, our results indicate that the frequency of Ki-ras mutations in colorectal
cancer was similar to that found in other populations such as the American and
Japanese. The type of Ki-ras mutations in these populations occurs with the
predominance of transitions. Futhermore the mutations found at codon 12 in this study

were in Dukes' A & B stages, whereas those at codons 13 and 61 were transvertions and

corrasponded to a Dukes’ C stage of invasion.
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FIG 1. Analysis of mutations at codon 12 of the Kj-ras gene using PCR-RFLP. Lanes : M)
Molecular weight marker (10 bp ladder); U) Undigested Normal tissue; D) BstN1 Digested
Normal tissue; P) Control plasmid with a known mutation at codon 12 (26). Lanes 1-8;

tumor samples digested with BstNi; Lane W): negative PCR control.
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Analysis of mutations at codons 12, 13 and 61 of the ki-ras gene in colorectal tumors

from Mexican patients

CODON [ ANALYSIS ‘OLIGONUCLEOTIDES {RESTRICTION |COMMENTS
ENZYME

12 PCR-RFLP |Sense Bst NI Normal product
5- TAT AAA CTT GTG GTA|CC/AT)GG was digested in:
GTT GGA CCT-3' 118 and 23 bp;
Antisense mutated product
§'- GTC CTG CAC CAG TAA is not digested
TAT GC-3 (141 bp)

13 PCR-RFLP Sense Hae it Normai product
5- GCC TGC TGA AAA TGA|GG/CC was digested in
CTG AA-3 49 and 22 bp.
Antisense Mutated product
5'- CGT CAA GGC ACT CTT is not digested.
GCC TAG G-3' (71 bp)

61 PCR-SSCP |Sense T Conformational
8-TTC CTA CAG GAA GCA changes  were
AGT AG -3 analyzed by
Antisense sequencing to
5'- CAC AAA GAA AGC CCT confirm

CCCCA-3

mutations




Table 2. Analysis of Ki-ras mutations at codons 12, 13 and 61

No. of samples

in Mexican population

Codon 12{Codon 13| Codon 61 [ AA changed
(%) (GGT) (GGC) (CAA)
3/40 (7.5%) AGT --- ~- Gly->Ser
transition
5/40 (12.5%) GAT - - Gly—Asp
transition
1140 (2.5%) TGT - Gly—Cys
transversion
1/40 (2.5%) GCT -- --- Gly—Ala
transversion
2140 (5%) - GAC Gly—>Giu
transition
1/40 (2.5%) - - CAT GIn—sHis

transversion

16
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Table 3. Correlation of Ki-ras mutations in colorectal tumors with

clinical data.

No. of Percentage of  Codon 12 Codon 13 Codon 61

tumors mutations (%) GGT GGC CAA

Sample size 40 32.5 10 2 1
Sex of patient
Male 20 25 4 1 0
Female 20 40 6 1 1
Location of the
tumor
Right 8 375 2 1 0
Left 32 31.25 8 1 1

Dukes’ stage™ ' ‘
A 2 50 1(Ts) 0 0
B 21 28.5 5(Ts) 1(Tv) 0 0
C 12 25 0 2(Tv) 1
b 1 0 0 0 0
ND 4 75 3 0 0

*

Dukes” stage classification. ND: Dukes’stage not determined. Ts transitions; Tv,
transversions.
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Table 4. Correlation analysis of transitions and transversions of Ki-ras mutations at codons
12, 13 and 61 with Dukes’ stage and survival in Mexican population

transition/ Dukes ‘stage Survival
transversions A&B/C (AWTA")
Total , 10/3 713 8
codon 12 8/2 6/0 6
codon 13 2/0 012 0
codon 61 011 0/1 1

* Without tumoral activity (AWTA)
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