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Resumen.
El oncogén c-H-ras ha sido considerado como un gen dominante cuya presencia es suficiente
para inducir la transformacion maligna de las células. l.a linca celular Fel.a, establecida a partir

de un céncer cérvico-uterino humano, esta constituida por células transformadas que contienen al

gen c-H-ras mutado y pueden formar tumores en ratones atimicos desnudos. La transfeccién de el

gen c-H-ras normal (c-H-rasg""z) en estas células induce la generacién de diferentes tipos de

clonas con distinta capacidad para proliferar ¢ inducir la formacién de tumores en ratones
atimicos. Algunas de ellas son incapaces de proliferar (¥ se mueren por catastrofe mitética): otras
proliferan muy lentamente y no desarrollan tumores (al menos por algin tiempo) al ser inycctadas
en ratones atimicos desnudos; ¥ otras retienen la capacidad de formar tumores, aungue de menor
tamafio en comparacioén con los controles. En contraste, las células transfectadas con ¢l gen

I . e g
valt2 (que sobreviven a la muerte mitdtica), desarrollan tumores de mayor

mutado — c-H-ras
tamafio, en comparacion con los controles. Ademas, tanto en las células transfectadas con el gen
c~H-#as normal como con el mutado, se observd la aparicion de células multinucleadas gigantes.
Estas células, ademas de contener nucleos con una gran cantidad de cromosomas. presentan
micronucleos. También se observaron células gigantes con un numero impar de nucleos.
Adicionalmente, se detectaron alteraciones en algunos parametros del ciclo celular, observiandose
la aparicién de una subpoblacién de células con un contenido anormal de DNA. Todos estos
datos indican que la expresion aumentada de c-H-ras normal, o bien la transfeccion de un gen

mutado, ocasionan la catastrofe mitdtica y muerte de una subpoblacion de células Hela. Los

resultados sugieren que Ras interfiere con los controles del ciclo celular, de la morfologia celular,



del mimero de micleos y cromosomas por célula, Y que el gen normal puede suprimir (al menos

transitoriamente) la tumorigenicidad de las células HeLa.




Summary.

C-H-ras oncogene has been considered as a dominant gene because cellular transformation is
observed after transfection of its mutant form in normal cells. HeLa cell line, established from a
human cervical tumor, possess a mutated c-H-ras gene and can form tumors in athymic nudec
mice. Transfection ot Hela cells with normal c-H-rus gene (c-l~{-ru.vg'y'2) gencerate several kind of
clones: some of them with cell growth arrest (that dies by mitotic catastrophe); others that grow
slowly and shows a transitory suppression of tumorigenic phenotype, as assayed in athymic nude
mice; and some clones that give rise to small tumors as compared to non-transfected cells. On the
other hand, cells transfected with the mutant gene (c-H-rus""“z) give rise to large tumors as
compared to non-transfected cells. Moreover, in both normal or mutated c-H-ras transfected cells
we observed giant multinucleated cells. These cells, have nuclei with an increased number of
chromosomes, and also they have micronuclei. Interestingly, odd numbers of nuclei were found
in colonies of these giant cells. In addition, alterations in cell cycle parameters were observed,
including the appearance of a subpopulation of cells with an abnormal content of DNA, probably
representing dying cells. These data support tc notion that abnormal expression of H-ras
contributes to mitotic catastrophe and death of a subpopulation of HeLa cells. Also the results
suggest that Ras is implicated in regulation of cell cycle and metabolic cycle, and that normal Ras

can exert a transitory suppression of tumorigenic phenotype in a subpopulation of HeLa cells.



Introduccion.
El cancer, la tumorigenicidad, y la muerte mitética.

131 namero de células en los tejidos del organismo esta dado por un balance entre la
proliferacién, la detencion del ciclo celular, y la muerte celular programada (apoptosis). El cédncer
es una enfermedad que se caracteriza por una pérdida del control de ese balance, lo que
finalmente ocasiona la acumulacidén de células (como en leucemia linfocitica crénica), o bien la
proliferaciéon aumentada (muchas veces en forma maligna); esta Gltima da origen a la formacion
de tumores (Williams, 1991; Williams y Smith, 1993; Vaux y cols., 1994).

Cuando las células normales de un organo se disocian para ponerlas en cultivo, se dice
que se ticnen células primarias. La transferencia y subsecuente multiplicacion de estas células en
cultivo da origen a las llamadas células secundarias. Estas se dividen un nimero determinado de
veees (entre 20 - 100), para finalmente morir al cabo de unas cuantas semanas. Sin embargo.
algunas células logran pasar esta ctapa (periodo critico), y adquieren la capacidad de
multiplicarse indefinidamente. I.a progenie derivada de tales células excepcionales forma lo que
se conoce como lineas celulares establecidas, y freceuntemente se les refiere como células
inmortalizadas (un ejemplo lo constituye la linea celular CV-1, establecida a partir de células de
rifién de simio). Cuando en una célula normal ocurren cambios que la hacen adquirir muchas de
las propiedades de crecimiento de las células de cancer, se dice que ésta ha sufrido el proceso de
transformacion maligna. Este fendmeno ocurre espontineamente a una frecuencia de 10° a 10
en algunas lineas celulares establecidas como las 3T3. Sin embargo, la transformacidon ocurre a
una elevada frecuencia después de la infeccién con virus tumorigénicos, o después de la

exposicion a carcindégenos quimicos o radiaciones. Las células transformadas, ademas de ser



inmortalizadas, presentan las siguientes propiedades: responden muy poco a la inhibicién por
contacto; pucden crecer a alta densidad celular; frecuentemente presentan una restriceién menor
para crecer en superficies sélidas; en general requieren bajas concentraciones de suero para su
crecimiento; y frecuentemente tienen la propiedad de formar tumores cuando son inyectadas en
ratones atimicos desnudos (Watson y cols., 1987). Un ejemplo son las células HelLa, las cuales
fueron establecidas a partir de un cdncer cérvico-uterino de humano en 1952 (Gey y cols., 1952).
La muerte de las células puede ocurrir mediante alguno de los siguientes tres procesos:
necrosis, apoptosis y muerte mitética (Figura I). En la necrosis los componentes de las células
sufren una degradacion rapida que ocurre ante la falta de nutrientes (después de la defuncién) o
después del traumatismo de alguno de los tejidos. Por el contrario, durante la apoptosis las células
se mueren en forma lenta, programada, dandosc ésta en tejidos, drganos o células que deben
eliminarse durante alguna etapa de la vida (un ejemplo lo constituye la muerte de las células de la
region caudal de los renacuajos, las cuales se mueren mediante apoptosis en una etapa del
desarrollo embrionario en que se debe perder la cola) (Tomei y Cope, 1991; Williams, 1991;
Williams y Smith, 1993; Vaux y cols., 1994). Por otra parte se ha observado que el tratamiento de
algunas células con agentes quimicos tales como el etopésido (epipodofilotoxina) o agentes
fisicos como las radiaciones, les induce dafio en su DNA y citotoxicidad. Estos eventos culminan
en un proceso catastréfico de muerte lenta (denominado cartdstrofe miréica o muerte mitotica),
caracterizada por la aparicion de poliploidia, fragmentacion nuclear y un aumento exagerado del
tamafio celular (Lock y Ross, 1990; Zucker y cols., 1991; Chang y Little, 1991; Rodilla, 1993;
Tounekti y cols., 1993). Durante este proceso de muerte lenta, la célula pierde el control del ciclo

celular, del tamarfio celular, del namero correcto de cromosomas, del numero de nucleos, en pocas
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palabras, la célula llega a una catastrofe que la conduce finalmente a la muerte. Cuando se ha

Figura I. Tres tipos de mucrte celular. En el diagrama se ilustran e¢n forma secuencinl los cambios
ultraestructurales en la muerte mitdtica (izquierda), la necrosis (centro) y la apoptosis (derecha). Una célula normal
esta esquematizada en 1. Al principio de la muerte mitética (2) la célula empiecza a perder el control del tamaiio
celular asi como del nimero de nicleos y del namero de cromosomas por nucleo. Esta célula progresa lentamente
(3) hasta presentar un tamafio celular exagerado y la presencia de varios nucleeos y micronucieos para finalmente
morir. Por otra parte durante la necrosis temprana en las células de algiun tejido dafiado (4) se puede observar al
nucleo y demas organelos celulares con algin dafio asi como la presencia de vacuolas. En un etadio tardio (5) ocurre
la ruptura de membranas con lo que la célula se desintegra. Finalmente durante la apoptosis temprana (6) la
cromatina sc compacta, el citoplasma se condensa y ocurre una deformacion de las membranas. La progresién rapida
(7) conduce a la fragmentacién nuclear y al desarrollo de pedinculos por la membrana celular. Tales estructuras se

separan produciendo cuerpos apoptéticos los cuales son fagocitados por las células adyacentes (8). Adaptado de
Tomei y Cope (1991).

analizado el ciclo celular de estas células, se ha observado que éstas parecen estar detenidas entre

las fases G2 y M (Lock y cols., 1994). Algunos compuestos utilizados para el tratamiento
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qufrnioterépicb ‘del céncer (cis-platino, étopésido) son capaces de inducir la muerte mitética de
las células tpmora!és.

El problcrﬁa fundamental en el tratamiento eficaz de los pacientes con cancer es la
semejanza entre las células del tumor y las normales. En tumores sélidos (la forma mas frecuente
del cdncer), puede ser que procedimicntos locales como la cirugia y la radioterdpia scan eficaces.
pero sdélo si las células malignas estan confinadas en la zona tratada. Esto ocurre en
aproximadamente un tercio de los pacientes con cancer. Para la mayoria de e¢llos se requiere
alguna forma de tratamiento sistémico selectivo. Aunque se cuenta con muchos farmacos
citotéxicos, solo se cura con ellos a una pequefia proporcién de los pacientes; de tal manera que
este padecimiento ocupa el segundo lugar como causa de defuncién en nuestro pais (Velazquez y
cols., 1992; Debruyne y Schalken, 1993; Sikora, 1994).

En los casos de ciancer mas frecuentes, como los mamarios o el CaCu (éste ultimo ocupa
el primer lugar de incidencia entre las neoplasias que afectan a las mujeres adultas en México,
Barroso y cols., 1986), simplemente no han llegado a rceproducirse las felices curaciones de la
leucemia infantil, por ejemplo. Y eso a pesar de los enormes esfuerzos que se realizan en el
desarrollo de nuevos farmacos, de la introducciéon de las citocinas, de tratamientos con dosis

elevadas, e incluso de los procedimientos de rescate de la médula ésea (Wolf, 1993; Sikora.
1994).
laboratorio. varios

En la actualidad,
procedimientos directamente vinculados con la transferencia de genes. Entre estos estan el uso de

se encuentran bajo investigacién a nivel

genes marcadores para detectar enfermedad minima residual, la producciéon de novedosas vacunas
insercién de genes que hacen “visibles™ para el sistema

contra el cancer mediante la



inmunolégico del paciente a las células cancerosas, la insercién de genes activadores de
farmacos, y la correcciéon de oncogenes o de genes supresores de tumores (Miller, 1990; Sikora,

1994).

Oncogenes y genes supresores de tumaores.

La nocion de que los genes se encuentran ¢n la parte central del origen del cancer surge de
tres fuentes: la percepcion de la didtesis hereditaria del cancer; la presencia de cromosomas
dafniados en las células de cancer; y la evidencia de que agentes fisicos, quimicos y biologicos
(virus) alteran al DNA de las células conduciendolas al cancer (Bishop, 1985).

Existen varias evidencias sobre la predisposicion hereditaria del cancer. En 1969,
Frederick Li y Joseph Fraumeni reportaron la existencia de un sindrome familiar, con la
caracteristica de cierta predisposicion al cancer, y con un patrén hereditario dominante
autosdémico. Actualmente es posible reconocer un componente hereditario (cromosoma o gen.
como sc vera mas adelante) en varios tipos de cancer como cancer mamario, osteosarcoma,
tumores cerebrales. leucemia, retinoblastoma y diversos carcinomas (Friend y cols., 1986;
Hansen y Cavenee, 1987; Malsin y cols., 1990; Ponder, 1990; Bell y cols., 1992; Cowley. 1993).

El nimero correcto de cromosomas (46, diploide) en las células humanas fue establecido
en 1956. Cuatro ajfios después, la primera relacion entre un cromosoma defectivo y el cancer fue
reportada, cuando Nowell y Hungerford describiecron un cromosoma 22 anormalmente corto, cl
cromosoma “Philadelphia”, en pacientes con leucemia granulocitica crénica (Nowell y
Hungerford, 1960). Actualmente se sabe que muchos tipos de cancer, como leucemia, linfoma,

neuroblastoma, cancer de pulmén, etc.,, presentan aberraciones cromosdmicas (Yunis y
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Hoffinan, 1989; Sparkes, 1989 y 1990; Isom y cols., 1991). Los cromosomas pueden alterarse
por efecto de agentes fisicos y quimicos como las radiaciones ionizantes, los agentes alquilantes e

hidrocarburos aromiticos entre otros (Ames, 1979; Yunis y Hoffman, 1989). Lo interesante de
esto es que los rompimientos cromosdmicos generalmente ocurren en sitios especificos de los
cromosomas, a los que se ha denominado “sitios fragiles™ (Yunis y Hoffman, 1989).

El analisis experimental de los virus que ocasionan cancer hizo por primera vez
manifiestos a los genes del cdncer u oncogenes. Ya desde principios de siglo los trabajos de
Ciuffo, de Rous, y de Ellerman y Bang sugirieron la participacion de los virus en el cancer ya que
era posible la transmision de leucem.ia y sarcoma mediante el uso de filtrados libres de células
(Witkowski, 1990). Para fines de la década de los 70s ya se tenian identificados varios tipos de
virus causantes de cancer en diversas especies de animales (Gallo y Wong-Staal, 1982; Gallo,
1983). A partir de uno de ellos, especificamente de un retrovirus causante de sarcoma en aves, se
logrd aislar al primer oncogén, al cual se le denominé sre (Stehelin y cols., 1976a). La presencia
y sobrecexpresién de este gen en la célula es suficiente para activar la proliferacién celular.
Posteriormente se vio que las células normales, no solo de aves sino de diversas especies, poseen
secuencias homdlogas al gen s»c (Stehelin y cols., 1976b; Spector y cols., 1978). Este gen
codifica para una proteina tirosina cinasa (Collet y Erikson, 1978; Hunter y Sefton, 1980), {a cual
se localiza en la superficie interna de la membrana celular (Willingham y cols., 1979). Dicha
proteina se detectd en un principio Gnicamente en células tumorales infectadas con el retrovirus
del sarcoma de Rous (Brugge y cols., 1977), aunque después se vio que también se expresa en
células neuronales normales durante el desarrolio embrionario (Maness y Matten, 1990). Aunque

la funcién normal de la proteina Src no es muy clara, se ha sugerido una participacion substancial
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en la regulacién de la proliferacion celular y la diferenciaciéon; de hecho se han generado ratones
coh una disrupcion homocigética del gen src obscrvandose una disminucion en la viabilidad
neonatal (Cooper y Howell, 1993).

Posteriormente se logré identificar mas genes, que al activarse (por diversas alteracionesv
moleculares) aceleran el crecimient'o celular — oncogenes — y otros que cn condiciones
normales inhiben o frenan la divisién celular, pero cuya ausencia o inactivacién conduce al
cancer — genes supresores de tumores — (Sager, 1989; Sikora. 1994). Actualmente se conocen

mas de 100 genes relacionados con el cancer en humanos. Estos genes en condiciones normales

cumplen con diversas funciones como son:

regulan la transcripcion, la replicaciéon, la

proliferaciéon celular, la diferenciacién, el desarrollo embrionario, el ciclo celular, y la muerte
celular (Bock y Marsh, 1990; Witkowski, 1990; Klein, 1993b; Miller y cols., 1993: Boulikas,
1994; Duhem y cols., 1994; Hass, 1994; Hoffman y Lieberman. 1994: Laderoute, 1994). A estos
genes s¢ les ha clasificado en cinco grupos principales: 1) genes codificantes de factores de
crecimiento o de sus receptores: sis, int-2, met, PDGF, EGF, FGF, TGF, ret, erb B, fins, mas, kit,
etc.; 2) genes cuyos productos tienen actividad de efectores citoplasmicos: src, abl, mos, fgr, yes,
raf, grb2, crk, MAPs, etc.; 3) proteinas G: ras; 4) genes que codifican para proteinas nucleares:
myc, myb, fos, jun. mad. max, ¢ts, E!A, etc.; y 5) genes supresores de tumores: p33, Rb. WT, APC,
K-rev, etc. (Cooper, 1992; Klein, 1993a; Hunter y cols., 1994).

En relacion a los genes supresores de tumores, a fines de 1a década de los 60s se demostro
que cuando se fusionan células tumorales de ratén con células normales. las células hibridas
resultantes son usualmente no malignas e incapaces de formar tumores en ratones atimicos

(Harris y cols., 1969). Algo similar se encontré después en el caso de células humanas
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(Stanbridge, 1976). Poco después se observd que la supresiéon del fenotipo maligno en los
hibridos dependia de la retencion de cromosomas especificos procedentes de las células normales.
Asi mismo se detectd que la pérdida de alguno de estos cromosomas en las células hibridas,
ocasionaba la generacién de revertantes malignas (Stanbridge y cols., 1981). Posteﬁormente se
logrd suprimir la tumorigenicidad de las células malignas mediante la introduccion de tan solo un
cromosoma especifico normal, esto con la ayuda de microcélulas (Saxon y cols., 1986; Weissman
vy cols., 1987; Oshimura y cols., 1990). Actualmente es posible suprimir el fenotipo maligno de
las células de cancer mediante la transferencia de tan solo un gen, procedente de las células
normales.

Ya desde la década de los 40s, en un estudio de carcinogénesis experimental se sugirio
que el cancer podria originarse mediante la inactivacion de los dos alelos de un gen anticancer
(Charles y Luce-Clausen, 1942). Estudios epidemioldgicos sobx:e la incidencia de tumores y su
posible herencia han conducido a la conclusion de que se requiere de dos eventos mutacionales
para el desarrollo de retinoblastoma (Knudson, 1971). La observacion citogenética de que una
proporcion de estos tumores presentan deleciones del cromosoma 13q14 ha sugerido la posible
inactivacion de un gen (Yunis y Ramsay, 1978), al que se ha denominado Rb. La confirmacion de
la hipdtesis de que se requiere la inactivacion de los dos alelos del gen Rb para que sc origine un
retinoblastoma, se logré al descubrirse que existe una pérdida de la heterocigocidad (tanto en el
locus del gen Rb como en otros marcadores del cromosoma 13), en las células tumorales
procedentes de pacientes predispuestos a retinoblastoma familiar (Cavenee y cols.. 1983). Se ha
observado que diversos mecanismos (deleciones, mutaciones puntuales, presencia de virus como

el HIPV) pueden conducir a la inactivacion o pérdida de la funcién del producto del gen Rb



(Murphree y Benedict, 1984; Cavenee y cols., 1985; Dyson y cols., 1989). La clonacién del gen
Rb (Friend y cols., 1986) ha permitido realizar un experimento contundente en la identificacion
de un gen supresor de tumores. Tal experimento consiste en la supresién del crecimiento maligno
mediante la ransferencia del gen silvesire hacia las células tumorales (esto es de gran relevancia
para el contexto en el que se considera al gen H-ras en el presente trabajo). Lo que se observo es
que el gen Rb silvestre es capaz de suprimir la proliferacién y la tumorigenicidad tanto de las
células de retinoblastoma como de otras células neoplasicas (Huang y cols., 1988; Bookstein y
cols., 1990). La proteina Rb tiene una funcion esencial en la regulacion del ciclo celular y por lo
tanto de la proliferacion celular (DeCaprio y cols., 1989; Wiman, 1993). Se han generado ratones
homocigétos con alelos no funcionales de Rb, y se ha observado que estos animales mueren antes
de cumplir los 16 dias de vida fetal (Jacks y cols., 1992; Knudson, 1993).

Actualmente se conocen varios genes con alguna o varias de las siguientes propiedades:
prcsentan una pérdida de la heterocigocidad durante la tranformaciéon desde células normales
hacia células ncoplasicas; presentan mutaciones o deleciones que conducen a una pérdida de la
funcion, lo cual predispone para alguan tipo de necoplasia; pueden suprimir la proliferaciéon de
células neoplasicas; pueden suprimir la formacién de tumores de células neoplasicas humanas en
ratones atimicos. Algunos ejemplos son: Rb, p53, WTI1, K-rev, S-myc, NF1, VHL, APC, DCC,
BRCAY, MLA, MEN1, BCNS y LCI (Sager, 1989: Stanbridge, 1990; Marshall, 1991; Mitchell,
1991; Weinberg, 1991; Anderson y Stanbridge, 1993; Klein, 1993a; Knudson, 1993; Weinberg.
1993).

En el caso del gen p53, este inicialmente fue considerado como un oncogén, debido a que

se encontrd sobreexpresado en células tumorales (Crawford y cols., 1981; Koeffler y cols., 1986),
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se observé que podia cooperar con el gen ras para transformar células en cultivo (Parada y cols.,
1984), y se vio que su sobreexpresign resultaba en la inmortalizacién de las células (Jenkins y
cols., 1984). Sin embargo después se encontré que el gen p53, utilizado en los experimentos
anteriores, tenia mutaciones, observandose también la presencia de mutaciones (que inactivan a la
proteina P53) ¢en el gen p353 de diversos tumores humanos (Nigro y cols., 1989). Al clonarse el
gen silvestre, se comprobo que este no cra capaz de transformar células, ni aun en cooperacién
con el gen ras; asi mismo se observd que el gen silvestre es capaz de actuar como un supresor de
la transformacion maligna (Eliyahu y cols., 1989; Finlay y cols., 1989).

Hasta aqui se han descrito las evidencias que han conducido al descubrimiento, asi como
las caracteristicas de un oncogén (src), de un gen supresor de tumores (Rb), ¥y de un gen que
inicialmente se consideré como oncogén, pero que actualmente se sabe, es un gen supresor de

tumores (p33). Veamos ahora el caso del gen c-H-ras.

El gen c-H-ras.

En 1964 Harvey describio un virus (el HaSV = Harvey sarcoma virus) que ocasionaba la
produccién rapida de tumores en roedores (Harvey, 1964). Posteriormente se aislé al gen que le
confiere la capacidad transformante a este virus y se le denominé v-H-ras (v = viral; H = Harvey;
ras = rat sarcoma). A principios de la década de los ochentas se descubrié que el HaSV
(conteniendo al gen v-H-ras) es un retrovirus que se generd mediante la transduccién del gen
celular c-H-ras de la rata (DeFeo y cols., 1981). Por este tiempo, el gen c-H-ras fue
inadvertidamente redescubierto (mediante ensayos de transferencia de genes), cuando algunos

grupos de investigpadores determinaron la existencia de oncogenes dominantes en turnores
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humanos. Esto fue a'partir del DNA procedente de las células de un tumor de vejiga humana, que
es capaz de transformar a las células normales de ratén (Krontiris y Cooper, 1981; Perucho y
cols., 1981; Shih y cols., 1981; Goldfarb y cols., 1982; Pulciani y cols., 1982; Shih y Wcinberg.
1982). En 1982 se reportd que la unica diferencia entre el gen c-H-ras aislado de las células
tumorales y el correspondiente obtenido de células normales, es el cambio de una base en ¢l

DNA, lo cual ocasiona la substituciéon del aminoacido 12; una glicina por valina (Reddy y cols.,

1982; Tabin y cols., 1982; Taparowsky y cols., 1982). Poco después se logré conocer la

secuencia completa de este gen (Cap:on y cols., 1983a). Ahora se sabe que existen en el genoma
humano otros genes (K-ras y N-ras) que presentan un elevado porcentaje de homologia con el
gen c-H-ras, y que (algunos de ellos) estan altamente conservados entre las especies (De Feo-
Jones y cols., 1983; Dhar y cols., 1984; Neuman-Silberberg y cols., 1984; Powers y cols., 1984;
Reymond y cols., 1984; Fukui y Kaziro, 1985; Mozer y cols., 1985; Nadin-Davis y cols., 1986b;
Swanson y cols., 1986; Brock, 1987; Gibbs y Marshall, 1989), lo cual sugiere que estos genes
desempeiian un papel fundamental en la célula. El gen c-H-ras mide aproximadamente 6.6 kb y
se localiza en el cromosoma 11p15.5 en el humano (O'Brien y cols., 1983; Fearon y cols., 1984).
Este gen esta constituido por cuatro exones, los cuales dan origen a un transcrito de 1.4 kb, que
codifica para una proteina de 21 kDa (Barbacid, 1987; Lowy y Willumsen, 1993).

La familia de proteinas Ras (H, K y N-Ras) pertenece a la gran superfamilia de proteinas
Ras (Ras, Rho, Rac, etc., con mas de 50 elementos en las células de mamifero) que funcionan
como reguladores criticos de multiples, ¥ frecuentemente distintos, procesos bioldgicos (Bokoch
1985),

y Der, 1993). Se han visto implicadas en proliferacién celular (Mulcahy y cols.,

diferenciacién (Noda y cols., 1985; Bar-Sagi y Feramisco, 1985; Weeks y Pawson, 1987; Bishop
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y Corces, 1988) supervxvencxa (Kataoka y cols., 1984 Tatchell y cols., 1984; Reymond y cols.,

rz‘Las protemas de la familia Ras

1985) y reproduccxén (Pawson y cols., 1985 Fukm y cols. 1986

(H-Ras, K—Ras yv N-Ras) unen nucleéudos de guamna (Scolmck y cols., 1979; Shih y cols., 1980;
’Tamanm y cols., 1984 Temeles y cols ., 1985; Milburn y cols., 1990) presentan una actividad de
GTPasa (Gibbs y cols., 1984; McGrath y cols., 1984; Sweet y cols., 1984; Manne y cols., 1985;
Temeles y cols., 1985) y se encuentran ancladas en la cara interna de la membrana celular
(Willingham y cols., 1980; Willumsen y cols., 1984; Fujiyama y Tamanoi, 1986; Hall, 1994).
Estas proteinas participan en la transduccién de sefiales: cuando ocurre la unién de un factor de
crecimiento, tal como el factor de crecimiento epidérmico. con su receptor (que es una tirosina
cinasa anclada a la membrana celular), se induce una autofosforilaciéon de este receptor en sus
residuos de tirosina (Marshall, 1995). Entonces proteinas como Grb/SemS3 interactaan con el
receptor fosforilado y pueden activar a los factores de intercambio (Sos) para que conviertan a la
proteina Ras desde su forma inactiva (Ras-GDP), hacia su forma activa (Ras-GTP) (Lowenstein y
cols., 1992; Baltensperger y cols., 1993; Chardin y cols., 1993; Howe y Marshall, 1993). Una vez
que Ras hidroliza al GTP (con la participacién de GAP) (McCormick, 1989; Parsons, 1990). la
sefial es transmitida hacia el producto del oncogén raf (Ras interactua fisicamente con el dominio
amino-terminal de Raf en una manera dependiente de GTP) (Moodie y cols.. 1993; Warne y cols.,

1993; Zhang y cols., 1993), el cual fosforila a una segunda cinasa (la proteina cinasa de la cinasa
activada por mitégenos, MAPKK). Entonces esta cinasa fosforila a una tercer cinasa (la proteina
cinasa activada por mitégenos, MAPK o Erk-1, Erk-2). Esta proteina se transloca al nucleo en
donde fosforila a ciertos factores de transcripcion (como Elk) que regulan la expresion de otros

genes. Ademas, existe la interaccion de esta cascada de fosforilacién con otras rutas de seifiales
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(Dent y cols.,, 1992; Egan y Weinberg, 1993; Lange-Carter y cols., 1993; Prendergast y Gibi)s, )
1993; Hall, 1994; Moodie y Wolfman, 1994). Se ha sugerido que se requiere de la funcién
apropiada de la proteina Ras para la realizacién del ciclo celular en las células epiteliales. Se ha
propuesto que al menos en tres diferentes puntos del ciclo se requiere de Ras: primero durante la
transicion de Go a Gl; segundo durante la transicion de G1 hacia la fase S; y tercero para la
salida del ciclo durante la diferenciacién terminal (Howe y cols., 1993; Moodie y Wolfman,
1994). Adicionalmente se ha mostrado que se requiere de la proteina Ki-Ras en las células NRK

durante Ia transicion desde G2 hacia la mitosis (Durkin y Whitfield, 1987).

Ras y el cancer.
Alteraciones en los genes ras han sido observadas en 5-40% de la mayoria de tumores

humanos (Barbacid, 1987). La expresion de estos genes se ha observado incrementada (2-10
veces mas que en el tejido control normal) en el 50% de los tumores humanos analizados
(Barbacid, 1987). Se han observado alteraciones de ras en: tumor de vejiga (Der y cols., 1982),
carcinoma de colon (Capon y cols., 1983b; Thor y cols., 1984), carcinoma de pulmén (Capon y
cols., 1983b; Shimizu y cols.. 1983; Rodenhuis y Slebos, 1992), céncer de tiroides (Tanaka y
cols., 1986), adenocarcinoma de estomago (Tanaka y cols., 1986), cincer mamario (Thor y cols.,
1986), cincer de préstata (Viola y cols., 1986), neoplasias hematopoyéticas (Gambke y cols.,
1984; Bos y cols., 1985; Radich y cols., 1990) y otros tumores de diversos érganos como rifién,
melanomas,teratocarcinomas y

higado, ovario, pédncreas, asi como en fibrosarcomas,

neuroblastomas (Barbacid, 1987). También en las células HeLa, se ha detectado la presencia del

gen c-H-ras mutado (Toledo, 1994).
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El gen c-H-ras mutado ha sido considerado como un oncogén dominante, cuya presencia -
es suficiente ﬁara el desarrollo del fenotipo tumoral, tal como sucede después de la infeccidon con
¢l virus Ha8V (Harvey, 1964), o despues de la transfeccién de células normales con el oncogén
procedente de células de un tumor de vejiga (Krontiris y Cooper, 1981; Perucho y cols.. 1981;
Shih y cols., 1981; Goldfarb y cols., 1982; Pulciani y cols., 1982; Shih y Weinberg, 1982).
Tambien se ha observado que ¢l oncogén c-H-ras es capaz de cooperar con el oncogén c-mye
(Alexander y cols., 1989), raf’ (Alexander y cols., 1989; Cuadrado y cols., 1993), fos (Greenhalgh

¥y cols., 1990), y con el virus del papiloma humano (Matlashewski y cols., 1987; Campo y cols..

1990) para inducir la transformacién maligna de las células normales. En ensayos de

carcinogenesis experimental 7/» vivo con compuestos quimicos, se¢ ha observado que uno de los
primeros genes que se mutan es ¢l [H-ras, y esto acompaiia a la induccion de papilomas benignos
de la picl (Balmain y cols.,1984). E_l cultivo de estas células permite su evaluaciéon en ratones
atimicos desnudos observandose igualmente Ja formacion de papilomas (Strickland y cols.,
1988). Ademas, se ha observado la participaciéon del oncogén c-H-ras en la progresién tumoral. y
en los procesos de invasividad y metastasis (Kasid y cols., 1985; Viola y cols., 1986; Muschel.
1990; Hofmann y cols., 1993).

Se ha observado que ¢l gen c-H-ras no solamente puede alterarse por mutaciones
puntuales, ya que la elevada expresién, inducida por una amplificacién o por una desregulacion
de las secuencias promotoras y potenciadoras localizadas a ambos lados (57 y 3°) del gen, también
ha sido observada en cdncer (Barbacid, 1987). De hecho la elevada expresion del proto-oncogén
c-H-ras es capaz de transformar células normales (Chang y cols., 1982). Otro mecanismo de

alteracion de ras observado en cancer es la delecién, aunque este se discutira mas adelante. La
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presencia de un gen c-H-ras mutado (activado) se sigue considerando en la actualidad como un

evento que induce a la proliferaciéon y la transformacién maligna de las células (Serrano y cols.,

1995).

Ras supresor?

El cromosoma 11 humano consiste de aproximadamente 1.3-1.4 x 10® pb de DNA -
conteniendo varios genes clinicamente importantes (Miwa y cols., 1993). Se ha obsérvado
frecuentemente la pérdida de alelos de la banda 11plS en tumores primarios de la glandula
mamaria, vejiga y testiculo (Fearon y cols., 1985; Ali y cols., 1987; Miyagi y cols., 1992;
Looijenga y cols., 1994). En ensayos de carcinogenesis experimental, se ha observado una
pérdida de la heterocigocidad en la banda 11pl15 (lugar donde se localiza el gen c-H-ras) durante
la transicién de papiloma benigno hacia carcinoma maligno (Quintanilla y cols., 1986). Lo
anterior recuerda a los datos obtenidos sobre la pérdida de la heterocigocidad con p53 y Rb. Las
deleciones en la regién cromosdomica 11p15 y la pérdida de la heterocigocidad en el locus de ¢-H-
ras durante la transicion hacia el cancer sugieren una pérdida de la funcién del gen. De hecho asi
es: se sabe que la proteina Ras normal es una GTPasa y que la correspondiente proteina
codificada por el gen mutado es una proteina deficiente en esa actividad, la cual por lo tanto deja
de cumplir con una funcién muy importante para la célula (Sweet y cols., 1984). Esta pérdida de
funcién también ha sido observada en el caso de la proteina N-Ras mutada (Trahey y cols., 1987).

De los ensayos de transformacion maligna de las células NIH 3T3 con el gen c-H-ras
mutado, se han generado revertantes, que presentan una dependencia de suero y de anclaje como

lo hacen las células normales, a pesar de contener al gen c-H-ras mutado y de expresarlo
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eficientemente (Yamada y cols., 1991); lo mismo se ha observado para el caso del gen N-ras
(Paterson y cols., 1987). Asi mismo se ha reportado la presencia del gen c-H-ras mutado en el
DNA del tumor de vejiga de un paciente, asi como en el DNA de la parte normal de la vejiga y en
los leucocitos (normales) del mismo paciente lo que indica que la presencia del gen mutado no
siempre esta asociada con células t.umorales y que no es dominante para la transformacién
(Muschel y cols., 1983). Mediante la fusién de células tumorales (originadas mediante la
transformacion de células normales con el gen c-H-ras mutado) con células normales, se han
generado hibridos no tumorigénicos con caracteristicas de células normales pero aun conteniendo
al gen c-H-ras mutado (Craig y Sager, 1985). Igualmente, al fusionar células de tumor de vejiga
(conteniendo al gen c-H-ras mutado) con fibroblastos normales, se generan hibridos no
tumorigénicos con caracteristicas de células normales. pero que expresan el mMRNA y la proteina

p21 del gen mutado a niveles similares a los de las células parentales tumorigénicas (Geiser y

cols., 1986). Recientemente se ha logrado introducir una mutacién en uno de los dos alelos del

gen c-H-ras de fibroblastos norinales mediante recombinacién homodloga; las células

heterocigotas expresaron cantidades iguales del alelo normal y del mutado, sin embargo las
células no fueron transformadas hacia la malignidad (Finney y Bishop, 1993). Lo anterior indica
que el gen c-H-ras mutado no es un gen dominante para la transformacién maligna.

Durante la induccién de las células HL.60 hacia la diferenciacién, se ha observado que las
células diferenciadas (semejantes a células normales) dejan de expresar al gen c-myc, pero en
cambio siguen expresando en forma constante al gen N-ras mutado (Watanabe y cols., 1985). En
organismos inferiores, como los hongos, existen genes homodlogos al gen c-H-ras, a los cuales se

ha atribuido funciones de regulacién del desarrollo y la diferenciacién celular (Reymond y cols..
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1984; Nadin-Davis y cols., 1986a; :I‘hiery y cols., 1992). En células de mamifero (PC12) la
infeccién con el virus HaMSV (conteniendo al gen H-ras mutado) o bien la microinyeccién de la
proteina c-H-Ras mutada induce la diferenciacién hacia neuronas (Bar-Sagi y Feramisco, 1985;
Noda y cols., 1985). Lo anterior indica que Ras puede cjercer diferentes efectos biolégicos en
diferentes tipos celulares.

Se han propuesto varios mecanismos para tratar de revertir el fenotipo tumorigénico de las
células malignas que tienen mutado al gen c-H-ras. Algunos de ellos son: 1) la microinyeccion de
anticuerpos neutralizantes anti-Ras o bien de una proteina Ras mutante que compita con la
proteina endégena por la interaccién con GAP por ejemplo; 2) el uso de antibidticos como la
compactina y la lovastatina gque bloquean la farnesilacion y por lo tanto la asociacién de Ras con
la membrana celular; 3) la transfeccion con el gen K-rev (gen que comparte un 50% de
cual se sabe suprime la tumorigenicidad de cdélulas

homologia con ¢l gen c-H-ras), el

transformadas con el gen K-ras mutado (Noda y cols., 1989; Feig, 1993; Noda, 1993). Sin

embargo ninguno de estos mecanismos tiene aplicacién clinica en la actualidad.

Desde 1976 sc¢ observd que la fusidn de células malignas (HeLa) con fibroblastos
normales, da origen a células hibridas que pierden la capacidad para formar tumores (Stanbridge,

1976). Mediante técnicas de bandeo cromosémico, se establecié una asociacion entre la pérdida

y la reexpresion de la tumorigenicidad en algunos de estos hibridos

del cromosoma 11
(Stanbridge y cols.. 1981; Stanbridge y cols., 1982). Poco después, mediante el analisis de los

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP), se determiné que cuando
las dos copias del cromosoma 11 procedentes de los fibroblastos normales estan presentes en los

hibridos, las células no son tumorigénicas; la pérdida de una copia de este cromosoma ocasiona la
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reexpresidn del fenotipo tumorigenico (Srivatsan y cols., 1986). Mas aun, la introduccién de una
simple copia del cromosoma 11 normal (con ayuda de microcélulas) en las células Hel.a, es
suficiente para suprimir la tumorigenicidad lo cual sugiere la presencia de uno o varios genes
supresores de tumores en este cromosoma (Saxon y cols., 1986). Posteriormente se demostré que
la transfeccion de fibroblastos de rata (transformados previamente con el gen c-H-ras mutado),
con el gen c-H-ras normal humano induce la supresion del fenotipo tumorigénico. Estas células
no tumorigenicas expresan al gen mutado y al normal, aunque éste Gltimo a niveles elevados en
comparacion con ¢l mutado (Spandidos y Wilkie, 1988). Lo anterior sugiere que la transfeccion
(con la sobreexpresioén) del gen c-H-ras normal podria suprimir la tumorigenicidad de las células
HelLa.

Por otra parte, se ha reportado que la transfeccion y sobreexpresion del gen c-H-ras
mutado en fibroblastos embrionales de rata, induce una detencidén en G /S o G,/M del ciclo
celular, con la subsecuente muerte de las células (Hicks y cols., 1991). Finalmente, se ha visto
que algunos fragmentos subcromosdémicos conteniendo DNA procedente del cromosoma 11
normal, son capaces de inducir in virro una detencidon en el ciclo celular de células de
rabdomiosarcoma. Esta actividad supresora ha sido mapeada entre los genes de la B-globina y de
1a insulina (Koi y cols., 1993), justo donde se localiza el gen c-IH-ras (Fearon y cols., 1984). Lo
anterior sugiere que Ras normal podria suprimir la tumorigenicidad mediante un mecanismo de
detencidn del ciclo celular y de la proliferacion (como 1o hace Rb) aunque el hecho de que el gen

mutado induzca el mismo efecto indica que se requieren mas estudios para conocer la verdadera

funcién o funciones de este interesante gen.



En el presente.trabajo, se ha analizado el efectlo de la transfeccion del gen c-H-ray normal,
o mutado, sobre la wumorigenicidad,:la morfologia. celular, el ciclo celular'y ‘la estructura’de la

‘cromatina de las células HeLa.
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Material y Métodos.

Construcciéon de los plismidos que contienen a los genes neo y H-ras. Los plasmidos pEJ y
PEC (donados por la Dra. Esther Chang), fueron cortados con la enzima BamH1 (Figura II). El
fragmento de 6.6 kb que contiene al gen c-H-ras fue insertado en el sitio BamH1 del plasmido
pSV2-neo. Los plasmidos resultantes que contienen al gen c-H-ras normal (RAS™/neo) o al

mutado (RAS™""/neo) se cortaron con EcoRI antes de usarlos en los ensayos de transfeccion.

Obtencion de clonas. Las células HeLa se sembraron a una densidad de 5 x 10° células por caja
(de 10 cm de diametro) en 10 ml de medio DMEM conteniendo 10% de suero neonato de ternera
y antibiéticos. Las células semiconfluentes fueron electroporadas con el DNA linearizado de los
plasmidos en dos modalidades: en la primera se utilizé una combinacién de dos plasmidos
formada con 50 ug del plasmido pEC y 1 pg del plasmido pSV2-neo; en la segunda se utilizd
unicamente un plasmido (5 pg) ya sea el RAS™/neo o el RAS™Yneo. En todos los casos se
clectroporaron células con el plasmido pSV2-neo unicamente, las cuales se utilizaron como un
control. Dos dias después de la transfeccidon, se adicionaron 800 mg/ml del antibiotico G418
(Gibco) para seleccionar las c¢lulas resistentes. Una parte de estas células se congeld en nitrdgeno
liquido, otra parte se expandié para los ensayos de tumorigenicidad, y otra parte se utilizdé para
generar clonas. Las clonas se separaron mediante la captura directa de las colonias (crecidas cada
una a partir de una célula) con un palillo estéril o bien con una micropipeta, y se sembraron en
pozos de microplaca. También se utilizé el método de dilucidn limitante. Algunas de las clonas

obtenidas que contienen al gen c-H-ras se pudieron expander y una parte de ellas se congeld en
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nitrégeno liquido mientras que la otra parte fue utilizada para los ensayos que se describen a

continuacidn asi como los que estin descritos en el articulo.

Brmt Bamts
Y _rcnsveom -u. e

" Bami "

Amp®, BamHl

orl

0
Bami Sv40 Samit
Taligase early promoter TaLigesse
EcoRl Ecort

c-H-ras #r2

Figura 1I. Construcciéon de los plasmidos usados. Los plasmidos pSV2-neo y pEJ o pEC fueron cortados con
BamH1. Entonces los DNAs sc mezclaron y ligaron mediante el uso de la enzima T4 DNA ligasa, y con cilos se
transformaron bacterias de E. coli para resistencia a ampicilina (Amp®). Se obtuvo el DNA plasmidico de las clonas
seleccionadas y se caracterizé mediante el uso de enzimas de restricciéon. Los plasmidos resultantes, RAS™/neo y
RAS“/neo contienen secuencias del gen neo derivado de pSV2-neo y del gen c-H-ras™'? o c-H-ras*”'? derivados de
pEJ o pEC respectivamente. Las secuencias de PBR322 estan representadas por la linea delgada y contienen et
origen de replicacion de PBR322 y el gen que codifica para la B-lactamasa (Amp~); ¢l segmento rayado representa al
gen neo; las secuencias de SV40 cstan indicadas como segmentos con puntos. El promotor temprano de SV40 esta
presente en el fragmento pequefio que se localiza inmediatamente hacia el lado 5’ del gen nco. El DNA de c-H-ras
esta representado por el arco blanco y las cajas negras esquematizan los exones de este gen.

Ensayo de tumorigenicidad. Un millon de células fueron colocadas en 0.2 ml de medio sin suero

e inyectadas en forma subcutianea en la regidn dorsal de los ratones atimicos. Al principio, el
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crecimiento de los tumores a través del tiempo se evalué mediante la medida de su largo.
Posteriormente vs‘é consider6 ‘el largo y el ancho del tumor, con lo que fue posible determinar el

volumen tumoré.l fnediame el empleo de la férmula:

Led?
Volumen tumoral =
2

donde L representa el largo del tumor y 4 el ancho. En algunos casos fue posible evaluar ¢l peso

en gramos del tumor asi como ¢l obtener fotografias tanto del tumor como de los ratones.

Ensayo de incorporacidn de timidina marcada radioactivamente. 1.as células se cultivaron en
presencia de timidina marcada con ’H (0.5 ptCi/ml) durante diferentes tiempos. Entonces las
células fueron tripsinizadas y contadas. Se colocd una gota que contenia 1 x 10° células sobre
papel filtro y se lavo cinco veces con acido tricloroacético (TCA) al 5% y dos veces con etanol al
96% a 4°C. Finalmente la radioactividad se cuantificé mediante el uso de liquido de centelleo y

un equipo detector de cuentas por minuto (c.p.m.) para emisiones tipo 8.

Ensayo de incorporacién de bromodeoxiuridina. Las células se cultivaron en presencia de
S5pg/ml de bromodeoxiuridina (BrdU) durante diferentes tiempos. Entonces se adicioné 0.1 pg/mi
de colcemid durante dos hrs y las células se colocaron en solucién hipotdnica (0.075 M KC1)
durante 20 min a 37 °C. Los nucleos se fijaron con metanol : dacido acético (3:1) y se prepararon

laminillas mediante el goteo sobre portaobjetos. Los cromosomas se visualizaron al microscopio,
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previa tincién (Perry y Wolf, 1974). Se analizaron -100 metafases clasificandose como de primera,

segunda, tercera y subsecuente generacion.

Obtencion del DNA. Las células (20 x 10°) se colocaron en solucién de lisis (20 mM Tris-HCI
pH 7.5; 0.3 M CH;-COO-Na; 1 mM EDTA pH 8.0; Proteinasa K 400 pug/ml; 0.2 % SDS) durante
toda la noche a 37°C en agitaciéon. Entonces se realizaron dos extracciones con un volumen de
fenol saturado con Tris HCI pH 8.0. Se realizd una tercera extraccion con 0.5 volumenes de Fenol
y 0.5 volumenes de Cloroformo-Alcohol Isoamilico (24:1); después se realizé una ultima
extraccion con un volumen de Cloroformo-Alcohol Isoamilico, ¥ ¢l DNA se precipité mediante la
adicién de un volumen de 4M CH;-COO-NH, y 2.5 volumenes de Etanol absoluto frio (-20°C), y

centrifugacion durante 30 min a 12,000 x g y 4°C. El DNA se cuantificé mediante la lectura de la

absorbancia de luz UV a 260 nm.

Southern Blot. E1l DNA gendomico (10 pg) se cortd con la enzima BamHM1 y los fragmentos
fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.9%. Posteriormente el DNA se
transfirié a un filtro de Nylon, mediante el uso de 20X SSC, y se hibridé con dos sondas

radioactivas que contienen secuencias de los genes c-H-ras y neo. Finalmente se obtuvo una

autorradiografia (Sambrook y Cols., 1989).
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Resultados.

Formacion de tumores por diversas lineas celulares en los ratones atimicos desnudos. Para
establecer las condiciones del sistema de tumorigenicidad, se cultivaron las siguientes lineas
celulares: HeLa, CaSky, MRI-H-186 (establecidas a partir de tumores de cervix humano), A204

(establecida a partir de un rabdomiosarcoma), y Molt (establecida aprtir de una leucemia aguda

linfoblastica).

Tabla 1. Desarrollo de tumores de células humanas en ratones atimicos desnudos.

Células Cantidad inoculada No. de rarones con tumor
Medio de cultivo 0.5ml 0/2
Fibroblastos normales 3x10° 0/4
18 x 10° 0/2
Hela 1x10° 6/6
3x10° 8/8
CuSki 1x10° 072
3x10° 0/2
5x 10° or2
10 x 10° 2/2
MRI-H-186 1x 10° 072
5x 10° 272
A-204 1x10° 272
3x10° 272
Molt 1x10° 072
10 x 10° 072
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Como células no tumorigénicas se utilizaron células procedentes de un fibroma humano,
generosarnenté donadas por la Biol. Guadalupe Cervantes del INCan. El nimero de ratones que
presénté tumor para cada una de las lineas se muestra en la Tabla 1. Como puede observarse, las
células procedentes de fibroma humano no fueron capaces de formar tumor (al menos hasta 60
dias post-inyeccién), al ser inyectadas incluso a un indculo muy grande (18 x 10° células) en los
ratones atimicos desnudos. Las células Hel.a resultaron tumorigénicas con un inéculo desde 1 x
10° células y la mayoria de las otras lineas también generaron tumores, aunque en algunas fue
necesario un indculo mayor. Las células Molt tampoco formaron tumeores probablemente porque
esta linea al ser de leucemia, prolifera en la sangre periférica dificultindose la deteccion de
tumoraciones al tiempo de la evaluaciéon. Todo lo anterior demuestra que el sistema es adecuado

para evaluar la presencia de tumorigenicidad en las células HeLa asi como su posible supresion.

Supresion de la tumorigenicidad por el gen c-H-ras normal. Inicialmente las células Hel a se
transfectaron con los plasmidos pEC (que contiene al gen c-H-ras normal, c-H-ras®'?) y pSV2-
neo (ver Figura II) en forma simultanea, generandose una poblacion heterogénea (con respecto al
contenido del gen c-H-ras normal) de células resistentes a neo. Parte de éstas células se
inyectaron en los ratones atimicos y otras se usaron para generar clonas. Algunas de estas clonas
fueron incapaces de proliferar, muriéndose antes de lograr su expansién. Sin embargo algunas
clonas se lograron expander, con lo que una parte de cada clona se congeld y con la otra parte fue
posible realizar el ensayo de tumorigenicidad. Como puede verse en la figura III, existe una
diferencia significativa (p < 0.005, t de student) entre la longitud promedio de los tumores

generados por las células Hel.a transfectadas con el gen c-H-ras normal, ya sea de la poblacion
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Longitud promedio def fumor a 14 d.pd. (mm)

Células

Figura J1I. Tama#fo promedio de los tumores de células Hel.a y de HeLa transfectadas con el gen c-H-ras. Los
ratones atimicos fueron inoculados con 1 x 10° células vy se determind el promedio del tamafio de los tumorcs (largo
en mm) a los 14 dias post-inyeccion (d.p.i.). a, HeLa; b, HeLa transfectadas con pSV2-neo; ¢, poblacién heterogénea
de células HelL.a transfectadas con los plasmidos pEC y pSV2-neo; d, clonas de células HeLa transfectadas con los

plasmidos pEC y pSV2-neo; e, una clona de células HeLa transfectadas con los plasmidos pEC y pSV2-neo que no
presenté crecimiento tumoral.

heterogénea (columna ¢) o bien del promedio dc las clonas (columna d), y la longitud promedio
de los tumores generados por las células HeLa y por HeLa transfectadas con el control pSV2-neo
(columnas a y b). Como algo de particular importancia, también en esta figura se representa una
de las clonas que no presentd crecimiento tumoral hasta los 14 dias post- inyeccion (columna e).
Sin embargo, esta clona generd un tumor de crecimiento muy lento un tiempo después, pero en

otro sitio, lejos del punto de inyeccion. De esta clona se aisld el DNA y se analizé la presencia del
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gen c-H-ras normal encontrandose (mediante un analisis densitométrico) que existen

aproxiniadamerﬁe seis copias de este gen en cada célula (Figura 1V, carril ¢, lo cual (al inducir
una mayor expresion del gen) podria explicar la supresion transitoria de la tumorigenicidad que
se .observé. El tamafio de las bandas diferente que se observa en los linfocitos normales (Figura
IV, carril a) es debido al polimorfismo en este gen ocasionado por un distinto ntiimero de
secuencias repetidas en la region 3°. Por su parte el hecho de que en las células Hel.a se detecte

una baja cantidad de c-H-ras (Figura IV, carril b) podria ser debido a la ausencia de uno de los

‘ & —C-H-ros

— neo

Figura IV. Existencia de varias copias del gen c-H-ras normal en las células HeLa transfectadas con los
plismidos pEC y pSV2-neo. El DNA gendémico (10 pg) se corté con la enzima BamkHI y los fragmentos se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Después de la transferencia el filtro se hibridé con dos sondas
conteniendo secuencias de los genes c-H-ras normal y neo. a, linfocitos de sangre periférica de individuos normales;
b, HeLa; ¢, HeLa transfectadas con los plasmidos pEC y pSV2-neo.
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cromosomas 11, lo cual ya esta descrito en estas células. Adicionalmente las secuencias del gen
neo unicamente fueron detectadas en el DNA de las células de la clona (Figura 1V, carril c).
Cuando las células se lrz}nslécl.ﬁroh con los plasmidos RASY/nco (contenicndo al gen e-1i-
ras normal, c-H-ras®¥'?) o TRAS"““/neo (conteniendo al gen c-H-ras mutado. C-l‘l—r‘u.\" atl2y hc
obtuvieron algunas clonas que no \og}aron sobrevivir, pero también se obtuvicron algunas clonas i
que mentuvieron una proliferacién suﬁciente pa.l‘d expanderlas e inyectarlas en los ratones

atimicos. Lo que se observo es que las células tratadas con el gen c-H-7as normal presentaron un
3,500 —'1
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Figura V, Crecimiento tumoral a través del tiempo. Los ratones atimicos desnudos se inycectaron con las células
tumorales (1 x 10°) y se evalué el crecimiento del tumor a través del tiempo. El volumen de los tumores se caleulo
como esta descrito en Material y Métodos. (X — X), HelLa; (A --- A), Hel.a transiectadas con pSV2-nco: (e »),
HeLa transtectadas con RAS™/nco: (8---#), Hela transfectadas con RAS™"

/neo.
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crecimiento menor del tumor con respecto al de las células Hela, y de HeLa tratadas con el
plasmido control pSV2-neo (Figura V). Adicionalmente, esta vez fue posible evaluar a las
células HeLa tra.nsfectadas con el gen c-H-fas mutado y se observd que el crecimiento del tumor
era todavia mayor que el de los controles, lo cual indica que la transfeccién de este gen, en su
versién mutada, induce un aumento en la tumorigenicidad de las células HelL.a.

Al final del experimento anterior (46 dias post-inyeccidon), a los ratones se les tomé una
fotografia (Figura VI) en la cual es posible apreciar el tamafio reducido de los tumores generados

por las células transfectadas con el gen c-H-ras normal (Figura V1, lado izquierdo de los ratones

Figura V1. Tumores de células HeLa en ratones atimicos desnudos. Los animales fueron inoculados en forma
subcutanea con 1 x 10° células y se les tomdé una fotografia a los 46 dias post-inyeccion. Los tumores proceden de:
HeLa (lado derecho de los ratones ¢ y d); HeLa transfectadas con pSV2-neo (ratones a lado izquierdo y b lado
derecho); Hel.a transfectadas con RAS™/neo (ratones a lado derecho vy ¢ lado izquierdo); Hel.a transfectadas con
RAS™/neo (lado izquierdo de los ratones b y d).



b y d), en -ontraste con el gran tamafio de los tumores generados por las células transfectadas con
el gen ¢ H-ras mutado (Figura VI, lado derecho del ratén a y lado izquierdo del raton c¢). Estos
resultados se corroboraron al evaluar ¢l promedio del peso de los tumores extirpados el cual fue
de 0.4 g para el tumor generado por las células transfectadas con el gen normal (ver fotografia
representativa en la Figura VII, tumor ¢), y de 3.12 g para el tumor generado por las células
transfectadas con el gen mutado (Figura VII, tzwmor d). El promedio del peso de los tumores

generados por las células HeLa, y por. HeLa transfectadas con el control pSV2-neco fue de 1.78 g

a b c d

Los tumores tueron

ratoncs atimicos desnudos.

Figura VII. Tumores de células HelLa extirpados de los
obtenidos de los ratones atimicos desnudos a los 46 dias post-inycccion y se les tommd una fotografia. a, Hel.a: b,

HelLa transfectadas con pSV2-nco: c. Hela transfectadas con RAS*/neo; d, Hela transfectadas con RAS™/neo.



y 0.83 g respectivamente, que también es un peso grande en comparacién con el tumor generado

por las células transfectadas con el gen normal, pero inferior al generado por las células
transfectadas con el gen mutado.

Las células transfectadas con el gen H-ras normal presentan una proliferacion disminuida.
Desde los experimentos iniciales, cuando se transfectd a las células HeLa con la combinacion de
los plasmidos pEC y pSV2-neo, se observd que estas células proliferaban en forma muy lenta.
Para corroborar esto se estudid la cinética de proliferacién de estas células mediante ensayos de
incorporacién de timidina marcada con 3H. Encontramos que las células transfectadas con el gen
c-H-ras normal presentan un comportamiento de incorporacién diferente al de las células
transfectadas con el control pSV2-neo (Figura VIII). La disminucién de la incorporacioén entre las
20 y 30 hrs, sin una recuperacion como lo hace el control es indicativa de la existencia de
alteraciones en la duracidn de las fases del ciclo celular, en particular de las que siguen a la fase
S.

Para conocer la duracion del tiempo de duplicacién celular, las células se incubaron en
presencia de bromodeoxiuridina y se analizaron los cromosomas que se encuentran en primera,
segunda, tercera y subsecuente generacién a través del tiempo. El resultado de este analisis es el
de que las células HeLa transfectadas con el gen c-H-ras normal ciclan cada 42 hrs mientras que
las células Hel.a o bien las HeLa transfectadas con el control pSV2-neo ciclan cada 23 hrs. Estos
resultados fueron corroborados posteriormente mediante un analisis de citometria de flujo, de las

células HeLa transfectadas con los plasmidos RASY/neo o RAS™ /neo. encontrandose ademas
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Figura VIlL Incorporaci6n diferencial de 3H-timidina por las células Hela transfectadas con el gen c-H-ras
normal. Las células fueron cultivadas en presencia de timidina marcada con *H y se evalué su incorporacion al
DNA mediante la lectura de cuentas TCA-precipitables a diferentes tiempos. (X — X), Hel.a transfectadas con
pSV2-neo; (A «-- A), HeLa transfectadas con pEC y pSV2-neo.
que la detencidn parece estar entre las fases S y Go/M del ciclo celular (ver la Figura 4 del
Articulo que se presenta mas adelante).

Otra observacién que se generé del estudio de los cromosomas de estas células es que las
células transfectadas, ya sea con el gen c-H-ras normal o bien con el mutado, tienden a acumular

una gran cantidad de cromosomas. En la figura IX se muestra una fotografia de una de estas

metafases en la cual puede verse la excesiva cantidad de cromosomas contenidos en una de estas

40




células. La cuantifica:i6én de estas metafases (ver la Figura 5 del 4rticulo) indicd que las células.

o bien algunos nucl:os de algunas de estas células (ver mas adelante), contienen un elevado

Figura IX. Gran cantidad de cromosomas en las células HeLa transfectadas con el gen c-H-ras. Sc muestra una
fotografia dc los cromosomas en metafase obtenidos de las células Hela transfectadas con el plasmido RAS"/nco.

nimero (>200) de cromosomas (las células HelLa son heteroploides con un numero de
cromosomas de 38 a 106) (Lewin. 1980). Adicionalmente., sc observo que las células
transfectadas con el gen c-H-ras normal o mutado son extremadamente sensibles a la toxicidad
provocada por la bromodcoxiuridina ya que se observé la presencia de una gran cantidad de
células muertas en estos cultivos, en comparacién con los de las células HeLa y de Hela

transfectadas con el control pSV2-neo.
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La expresion anormal del gen c-H-ras induce la muerte mitotica de las células FleLa. Desde
los experimentos iniciales, donde se transfecté la combinacion de plasmidos pEC y pSV2-neo, se
observd la aparicion de células gigantes que presentaban una gran cantidad de nucleos. La
presencia de estas células también fue observada posteriormente cuando se obtuvieron clonas a
partir de células transfectadas con los plasmidos RAS"/neo como RAS™"/neo (ver Figuras 1 y 6
del Articulo). La morfologia de estas células es caracteristica de aquellas células que presentan el
proceso descrito como muerte mitdtica, o catastrofe mitotica. En él las células alcanzan un gran
tamafio y presentan varios nucleos antes de morir. Estas células anormales se generan en mayor
proporcion en la clona de células transfectadas con el gen mutado (Figura 2 del Arriculo) que en
las del gen normal. El andlisis de la expresiéon del gen c-H-ras reveld la existencia de una
cantidad aumentada de sus transcritos en las células transfectadas con el gen normal (Figura 3 del
Articulo). Estos resultados, junto con los anteriores indican que la elevada expresion del gen c-H-
ras normal induce la muerte mitdtica de las células Hel a, lo cual esta en concordancia con la baja
proliferacion observada en cstas clonas (dado que las células se mueren) y con el tamafio menor
de los tumores que éstas generan. En el caso de las células transfectadas con el gen mutado al
parecer se generan dos tipos de poblaciones: una que se muere por catdstrofe mitdtica y otra que

es capaz de generar tumores incluso mas grandes que los controles.

Articulo: Induced mitotic death of HelLa cells by abnormal expression of c-H-ras.

Resumen:

El analisis morfologico de las clonas de células Hela transfectadas con el gen c-.H-ras, normal o

.mutado, reveld la prasencia de células gigantes multinucleadas. Tales alteraciones morfolégicas

42



culminan en la muerte de las células, como una consecuencia de lo que se conoce como catastrofc
mitética (o' muerte mitética). Las clonas que expresan al gen mutado producen un mayor ntimero
de células gigantes en comparacién con las clonas que expresan al gen normal. El analisis de
Northern blot revelé que existe una sobrexpresion del mRNA de H-ras normal en estas ultimas.
El estudio de la cromatina reveld la presencia de ntucleos heteroploides y micronucleos en las
células gigantes. En varias células se observé un namero impar de nucleos. Adicionalmente, se
detectaron alteraciones en el ciclo celular asi como la aparicion de una subpoblacién de células
con un contenido anormal de DNA (probablemente las células que se mueren). Los datos

sugieren que la expresion anormal dé c-H-ras promueve la catastrofe mitotica y muerte de una

subpoblacion de células FHeLa.
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Abstract

When HeLa cells were selected for stable cxpression of a neo gene, linked either to mutated or wt c-H-ras genes,
morphological examination of selected clones from several experiments revealed formation of giant multinucleated cells.
These morphological alterations cuiminate in cell death. as a consequence of mitotic catastrophe {or mitotic death). Although
clones expressing the mutated gene prod d significantly larger numbers of these giant cells. those transfected with the
normal allele were also found to produce significantly more giant multinucleated cells than non-transfected Hela cells.
Northemn blot analysis of mRNA revealed overexpression of the normal H-ras gene in these clones. Chromatin structure
analysis of these clones showed gross alterations. including the pr e of micro lei and heteroploid nuclei. Interestingly.
odd numbers of nuclei were found in colonies of these giant cells. In addition. alterations in cell cycle parameters were
observed. including the appearance of a subpopulation of cells with an abnormal content of DNA, probably representing
dying cells, Our data support the notion that abnormal expression of H-ras contributes to mitotic catastrophe and death of a

subp?)pulmion of Hel.a cells,

Keyvwords: c-H-ras: Mitotic death: HeL.a cell: Abnormal expression

in the transduction of several extracellular signals
involved in different processes. such as proliferation.
transformation and terminal differentiation (Egan and
Weinberg. 1993; Lowy and Willumsen. 1993). It has
been suggested that Ras function is required for cell
cycle progression in epithelial cells. and at least 3
different cell-cycle-specific requirements have been

1. Introduction

Ras proteins are GTPases that belong to the Ras
superfamily of proteins, now including more than 50
members (Bokoch and Der, 1993). They participate

Fn‘Fm:s?"d'g)amz?;;;;] +§2m‘15) 325203:;;;"" %‘::f:ﬁ proposed: first, upon exit of GO and enzry into Gl:
caranca@ servidor.unam.mix. b N second as cells enter the S phase; and third. for cell
Present address: Servicio de Hematologia, Hospital General cycle exit and terminal differentiation (Howe et al..
1993: Moodie and Wolfman, 1994). Ki-Ras protein

de México. 06720 Mexico City, Mexico.
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has been shown 10 be required tor NRK celis to enter
mitosis from G2 (Durkin and Whitfield. 1987).

Several agents. such as epipodophyllotoxin
(¢toposide). ionizing radiation and the radiomimetic
agent bleomycin. induce DNA damage and cytotoxi-
city in mammalian cells. Such events appear to
culminate in two different manifestations of cell
death: (1) mitotic death; or (2) apoptosis. The factors
which control mitotic catastrophe (or mitotic death)
remain to be defined. It appears to be a slow process.
characterized by the appearance of polyploidy. frag-
mented nuclei and cell enlargement (Lock and Ross.
1990: Chang and Liule. 1991: Zucker et al., 1991;
Rodilla. 1993: Tounekti et al.. 1993).

Methylxanthines. including caffeine and pentoxi-
fylline, enhance cytotoxicity when applied following
exposure of mammalian cell lines to DNA damaging
agents (Busse et al, 1977: Fingert et al., 1986;
Schiano et al.. 1991). Brief exposures of G.-arrested
HeLa cells to low concentrations of caffeine potenti-
ate etoposide cytotoxicity via mitotic catastrophe
rather than apoptosis (Lock et al.. 1994).

HeLa cells, originally derived from an adenocar-
cinoma of the uterine cervix. have been shown to
harbor transcriptionaily active sequences from the
human papillomavirus type 18 (HPV18). including
E6 and E7 oncogenes (Schwarz et al., 1985), which
leads HeLa cells to progress uninterruptedly through
the cell cycle. X

In this context. we have analyzed the effect of
inroducing normal or mutated c-H-ras genes on the
morphology. cell cycle parameters. and gross chro-
matin structure of HeL.a cells. The experiments indi-
cate that abnormal expression of ¢-H-ras, either nor-
mal or mutated, induces gross morphological aiter-
ations of HeLa cells, including nuclear and chro-
matin changes, that eventually culminate in mitotic

catastrophe (or mitotic death) of a subpopulation of
these cells.

2. Materials and methods

2.1. Recombinant plasmids comaining neo and c-H-
ras genes

Plasmids pEJ (c-H-ras**''?) or pEC (c-H-ras7!?),
both the generous gift of Dr. Esther Chang, were

E.L Mirandua er al. / Mutarion Research 349 (1906) 173~ 182

digested with BamHI. and the 6.6-kb c-H-ras-con-
taining DNA inserted into the BamHI restriction site
of pSV2-neo. The resulting plasmids. containing ei-
ther the normal gene (RAS“' /neo) or the mutated
(RAS™! /neo) were linearized with EcoRI and then
used to transfect HelLa cells.

2.2. Preparation of stable clones

HeLa cells were plated at a density of 5> 10%
cells per dish (10-cm diameter) in DMEM containing
10% newborn calf serum. Semiconfluent cells were
electroporated with linearized DNA as previously
described (Guido et al.. 1992). Two days after trans-
fection. 800 mg/mi} of the antibiotic G418 (Gibco)
was added to the medium, and individual clones
were selected and either used directly for analysis or
stored in liquid N,.

2.3. Cell analvsis

Cells were seeded over glass coverslips. fixed
(80% cthanol. 10% sucrose), and stained with hema-
toxylin—eosin. For chromatin structure, cells were
fixed as above, stained with 2.4-diamidino-2-phenyl-
indole (DAPI), and visualized on a fluorescence
microscope. Percentage of giant multinucleated cells
was determined by first plating 5 % 107 cells (S0-mm
Petri dishes) and allowing colonies to form during 72
h. Colonies with giant multinucleated cells were then
counted (normally 100 colonies per dish) at different
times. For cell-cycle analysis, cells were plated at a
density of 5 < 10% cells per dish (100-mm diameter)
and allowed to adhere. At different times cells were
trypsinized, fixed in 70% ethanol, and treated with
the High Resolution DNA Kit (Partec, Gmbh. Ger-
many). Flow cytometry analysis was performed on a
Partec CA-II flow cytometer (Gmbh. Germany).

2.4. Northern hybridization

mRNA was extracted from semiconfluent cultures
and analyzed essentially as described Sambrook et
al.. 1989). DNA hybridization probes (the 6.6-kb
human c-H-ras fragment from pEJ, and a human
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase frag-
ment) were random-primed labeled using [a-
2 PldCTP (Amersham International plc). The RNA
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blot was hybridized overnight. washed at low stnin-
geney (2 x SSC. 0.1% SDS) at 55°C. and autoradio-
graphed. The probe was stripped-off. and the filter
then hybridized with a labeled buman GAPDH-
specitic probe at high stringency.

2.5. Cytogeneric analysis

Cell cultures were incubated tor 42 h at 37°C. and
2 h before hanesting., 0.2 ml of Colcemid (Gibeo)
was added to each plate. The cells were then incu-
bated for 2 h at 37°C. and washed twice in PBS. to
remove dead cells. Adherent cells were collected
after treatment with trypsin. and centrifuged at 300
X ¢ for 10 min. Supematant was removed. and cells
placed in hy potonic solution (0.075 M KCI) at 37°C
for 20 min. Cells were then fixed and washed with
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chilled methanol—acetic acid (3: 1), Slides were pre-
pared specially for aneuploidy scoring, by dropping
the cells gently on microscope slides. air drying at
room temperature and staining with Giemsa (3%) for
3 min. Chromosome number was determined by
analyzing 100 mewphases (Vega et al., 1995),

3. Results

3.1, Induction of mitotic cell dearh by normal and
murated Ras

HeLa cells were transfected with normal (Giy12)
or mutated (Vall2) human c-H-ras genes linked to a
neo-resistance marker. After selection with G-418.
morphological examination of transtected clones re-

Fig. 1. Morphological changes induced by H-ras in HeLa cells. Hel.a cells were stably transfected with different plasmids containing cither
the nco gene alone or the neo gene linked 10 normal or mutated versions of the human H-ras gene. Sclected clones were grown for 72 h and
photographed. Hela cells were transfected with: A. none: B. pSV2-nea: C. RAS™ /neo: and D. RAS™'/nco plasmids. respectively.

Bar = 70 pm.
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were sceded at low density and grown for 72 h to allow colonies
10 form. The percentage of colonies with giant muliinucieated
cells was calculated by counting at least 100 colonies /plate at the
indicated times. The graph shows the mean of 3 independent
experiments = S.E.M. The cells were transfected with: X. none:
&, pSV2-neco; &, RAS“ /neo: shaded circles. RAS™' /neco.
* p <005 (ANOVA test).
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Fig. 3. Northem blot analysis of c-H-ras transcript. Two ug
mRNA from cach cell npe were and tr
to nylon membranes and hybridized to a 6.6-kb BamHI probe

containing the human c-H-ras gene (upper panel). As a control.
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Fig. 4. DNA content of transfected and non-transfected cells. Cells were grown and harvested at the
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the S phase. Also indicated are nuclei with a DNA content between S and G2 + M phases (peak 2°). and nuclei with a larger amount of

DNA (peak 3).
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vealed the presence of aberrant cells (Fig. 1). Large
cells that contained several nuclei were observed
(Fig. 1C. D).

The morphology of these giant cells. with seseral
evenly stained giant nuclei and micronuclei. has been
identified previously as cells that are undergoing
*mitotic death” (Lock et al.. 1994). This phenomenon
was observed in clones obuined from several inde-
pendent transfections. Likewise. similar observations
were obtained when a neuroblastoma cell line was
used instead of Hela cells (manuscript in prepara-
tion). All of the obtained clones showed the propern
of constantly generating giant multinucleated cells.
keeping a population of small cells. In an attempt to
separate the giant multinucleated cells. from the
small ones. we observed that these giant cells grew
poorly and were unable to reach confluence. In facr
these cells died before any possible cell wansfer.

The effect of Ras on the proportion of cells

1?77
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undergoing these morphological changes was quanti-
fied (Fig. 2). Cloned cells were sceded at very low
density and allowed to grow during 72 h. In the cells
uanstected with H-ras*+ ' gene. the percentage of
colonies with giant mulunucleated cells  increased
significantly through the time. Indeed. 216 h after
seeding. 70 of the colonies conuined giant multin-
ucleated celis. In cells vansfected with the nomal
gene (H-ras%'7) the percent of colonies with cells
exhibiting this morphology was less (309 ) than that
observed with the mutated gene. but increased signif-
icantly as compared with the unuansfected Hela
cells. or cells wransfected with the pSV2-neo vector
alone (10 and 15%%. respectively).

3.2. Expression of c-H-ras in the transfected cells

To ascertain whether the effects observed after

mansfecting Hela cells with RAS™/neo. and
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Cells were grown for 42 h and then exposed to colcemid for

Fig. 5. Abnormal expression of H-ras alters

e d Hela cells. B: pSV2-neo transfected clone. C:

2 h. Cytogenetic analysis was per d ing 100
RAS™' /nco transfecied clone. D: RAS™ /nco clone.
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quences was used as probe. An overexpressed ¢-H-
ras transcnpt (1.2 kb)) was Jdetected in cells trans-
tected with RAS™ neo tFig. R upper pancel. lane 2
and perhaps s responsible tor the obsemved alter-

RAS™' /neo are due to abnormal expression of the
C-H-ras genes. mRNA was extracted trom cloned
celts, and analyzed by Northermn blotting. A 6.6-kb
BamHMHI fragment coninimg human  c-H-ras  se-

cosin stamning of giant cells with an abnormal number of nucler
rht pancl; Chromatin

Fig. 6. Nuclear abnormalities induced by H-ras. Left panel: hematoxyli
A, pSV2-neo transfected clone: B, RAS™ /nco transfected clone: C. RAS™'/ neo transtected ctone. Bar = 20 um. R
structure was visualized by suaining with DAPIL 72 h after seeding. D, pSV2-nco transfected clone: Fo RAS® “neo trunstected clone: B
RAS™* /neo transtected clone., Bar = 25 am. Arrows indicute micronuches
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ations induced by the normal Ray gene. In contrast,
we observed only basal expression in the
RAS™! /neo transfected clone. The very low de-

“tectable c¢-H-ras transcripts in these cells

(RAS™" /neo). or in the pSV2-neo clone were not
due 1o loading or transter discrepancies. because the
same amount off RNA was detected using a GAPDH
probe (lower pancl).

3.3, Changes in cell cxcle distribution associared
with abnormal expression of Ras

The distribution of cells over different phases of
the cell cycie in the clones that conwained giant
multinucieated cells and small ones was analyzed.
Selected clones were cultured and analyzed using
standard flow cytometry: cells were lysed and their
nuclei stained with DAPIL to label double-stranded
DNA. Transfection of HeLa celis. with either
RAS™' /neo. or RAS™" /neo resulted in altered cell
cycle parameters. Fig. 4 shows typical histograms of
DNA content obtained at several times after seeding.
Peak 1 corresponds to nuclei from cells in G1 phase
of the cell cycle. Peak 2 corresponds to nuclei with
double content of DNAL typically obtained from cells
in G2 /M. The nuclei from cells in the S phase are
recorded between these two peaks. The quantity of
nuclei in a peak (27) that is shifted to the left, relative
to peak 2. was significatively increased in both
clones containing either normal, or mutated genes.
We also observed a third peak (3). corresponding to
nuclei with a large amount of DNA. These results
indicate that the introduction of normal. or mutated
c-H-ras gene. induces alterations in the cell cycle of
Hela cells.

In addition. we observed in the RAS™!/neo
clones. that 72 h after seeding cultures at high den-
sity peak 2’ disappears. probably reflecting the de-
struction of a subpopulation of these cells (Fig. 4).
This phenomenon was not observed in the
RAS™ /neo clones. The additional peak (3). located
to right of the peak 2’ corresponds to nuclei with an
abnormal content of DNA. probably giant nuclei
with an increased number of chromosomes.

3.4. Increased number of chromosomes in giant
multinucleated cells

HeLa cells are heteroploid. with a chromosome
number per cell ranging from 38 to 106 (Lewin,

1"9

1980). Hela cells used in the present study showed a
chromosome number per cell ranging from 30 1w
105, Ras-containing clones showed an increused
number of chromosomes per cell. as shown in Fig. 5.
While nuclei tfrom the RAS™ /neo clone evhibited
between 45 and 200 chromos<ome per cell. in the
RAS™ /neo clone. nuclei were tound o contain
between 33 and 200 chromosomes per cell (Fig. 3C.
D). Nuclei tfrom the pSV2-neo clone did not exhib-
ited any differences with respect 1o the non-urans-
fected culures (35-104 chromosomes per cell)
These results indicate that abnormal expression of
ras affects the integrity of the mechanisms that
maintain the correct number ot chromosomes per
cell.

We also observed that Ras induces formaton of
micronuclei. and gross failure in the mechanisms that
controls cytokinesis. because cells with two. three or
more nuclei were observed (Fig. 6). We interpret
these results as indicative of a connection benwveen
Ras and the mechanisms that control cytokinesis.

4. Discussion

In this work we have analyzed the effect of an
abnormal c-H-ras expression. on morphological.
cell-cycle and growth characteristics of Hel.a cails.
Permanent expression of ¢-H-ras genes. either nor-
mal or mutated. linked to a neco selection marker.
was found to induce gross morphological alterations
in these cells. One dramatic and readily detected
effect was the appearance of giant cells with multiple
nuclei. These giant cells were found to undergo a
limited number of divisions. and finally die as a
consequence of what is called ‘mitotic catasuwophe”.

Several antineoplastic agents have been reported
to induce the tformation of cells with two or more
nuclei both in vivo and in vitro (Bamni et al.. 1985a.
Bami et al.. 1985b: Pellicer et al.. 1987: Radilla.
1993). Aggarwal (1974) and Sodhi (1977) reported
that cisplatin induced binucleated and multinucleated
giant cells in Sarcoma-180 culwres. by inhibiting
cytokinesis. Tounekti et al. (1993) described that
bleomycin induces formation of giant polynucleated
cells that die from mitotic death. Likewise. Lock et
al. (1994) described the formation of giant HeLa
cells, with several evenly stained nuclei and mi-
cronuclei that undergo mitotic death after treaument
with etoposide.
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The molecular mechanisms by which the induc-
tion  of muitinucleated celis with micronuciei are
produced are fur trom understood. Possibilities. such
as malpositioning of the centrioles (Searle and
Bloom. 1979). disruption of tubuline polymerization.
or microtilaments and microtubules (Aggarwal et al..
1980: Peyrot et al., 1986). and even on actin/myosin
polvmerization (responsible for the tormation of the
contractile ring) during mitosis. and or cytokinesis.
could be directly involved on the formation of multi-
nucleated cells.

When we analyzed the expression of the trans-
fected c-H-ras genes by Northern blotting, we ob-
served that the wt allele was overexpressed as com-
pared to the endogenous allele and to the mutant
form. These results indicated to us that inappropriate
expression of c-H-ras. either by overexpression of a
wt allele or, by the presence of a mutant form, lead
to almost similar phenotypic changes in HelLa cells.
The effect of mutant or normal c-H-ras inappropriate
expression in HeLa cells, although leading to similar
changes, were distinct. Although normal Ras overex-
pression eventually leads to the formation of giant
cells, it did it in a less dramatic way than the
expression of a4 mutant fortm (Vall2). When the
appearance of these giant cells was analyzed as a
function of time, significant ditferences were ob-
served between the clones containing the normal or
the mutant forms of this gene.

When we analyzed cell-cyvcle parameters of ce”s.
from clones expressing the normal or the mutant
allele, we found they produced a population of cells
that contained an increased content of DNA as shown
by the presence of a peak that does not behave as a
population of cells arrested in G2 /M. We believe
that these clones give rise to a subset of cells with an
increased content of DNA. that undergo mitotic
catastrophy and finally die.

We observed giant nuclei in multinucleated cells.
that contained a higher amount of chromosomes.
Culwured fibroblasts from p53 deficient mouse em-
bryos. exposed to spindle inhibitors underwent multi-
ple rounds of DNA synthesis without completing
chromosome segregation, thus forming tetraploid and
octaploid cells (Cross et al., 1995)

Similar mechanisms have been described in hu-
man cells treated with staurosporine. a microbial
alkaloid. Human lymphocytic MOLT-4 cells were

arrested initially in G2 by staurosporine: then these
cells initiated additional rounds of DNA replication
without cell division. Staurosporine also induced se-
vere changes in the morphology of these cells. mani-
fested as cell enlargement. nuclear eclongation and
extensive fragmentation. and micronucleation (Bruno
et al.. 1992 Usui et al.. 1992). It is known that
staurosporine is a potent inhibitor of a variety of
protein Kinases and Usui et al. (1992) have reported
that in rat diploid fibroblasts the full activation of
p34+9“7 Kinase during G2 /M was blocked in vivo by
an analogue of staurosporine.

In mammalian cells. cde2 and cdk2 are among
genes that are induced in quiescent cells by mitogen
or serum stimulation (Miuller et al.. 1993). Several
extracellular signals involving mitogen or serum
stmulation pass through Ras. Recently. it has been
suggested that Ras may regulate at least two down-
stream signal transduction pathways, one controlling
translation. transcription and the cell cycle. and the
other controlling cytoskeletal organization. The first
pathway. referred to as the mitogen-activated protein
kinase (MAPK) pathway includes a set of cytoplas-
mic growth factor-repulated serine /threonine  Kki-
nases that act on both ribosomal and nuclear factors.
The second pathway. referred to as the Rho/Rac
pathway includes a set of Ras-related GTP-binding
proteins that control the spatial pattern of actin poly-
merization in the cell (Prendergast and Gibbs. 1993).
Some MAPKs (or ERKs) show both genetic com-
plexity and a structural relationship to the cdc2
family of kinases that are involved in cell cycle
regulation (Prendergast and Gibbs. 1993). A possibil-
ity is that the introduction of c¢-H-ras alters the
regulation of cell-cycle through proteins such as
cdc2. edk2 and cyclins.

The suggested model is that Ras could interfere
with the regulation of cellular morphology and cell
cycle at two levels: (1) extranuclear. affecting the
cytoskeleton through Rhe and Rac. and altering
mechanisms such as the correct separation of sister
chromatids and cytokinesis during mitosis; and (2)
nuclear. interfering with the regulation of proteins
such as cdc2. cdk2 and cyclins. and affecting several
mechanisms such as the cellular memory of the
actual cell-cycle position and the regulation of the
correct number of chromosomes per nucleus and cell

size.
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Qur results are in agreement with the suggested
model. because innapropiate expression of H-ras
induces alterations in cell morphology. cell cycle,
cytokinesis and karyokinesis. Further studies are re-
quired to elucidate the exact mechanisms by which
Ras participates in the regulation of these events.
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Discusion.

Los resultados de este trabajo muestran que la transfeccion de las células HelLa con ‘el gen
c-H-ras normal provoca la’g‘eneracién de diferentes tipos de células: algunas de ellas incapaces deb
proliferar (que sé mueren por catastrofe mitética). otras que proliferan muy lexﬁan‘ncnte y que no
desarrollan tumores (al menos por algin tiempo), y otras que retienen la capacidad de formar
tumores, aunque de menor tamaiio que los controles. La posible explicacién a esto podria ser la
falta de un control en cuanto al nimero de copias del gen c-H-ras que entran a la célula, asi como
en cuanto a la insercion en diferentes sitios del genoma; activos o no para la transcripeién; ¢l
consenso es que ¢l DNA transfectado in vitro a las células de mamifero se integra al azar. Esto
indica que dcbe existir una expresion heterogénca del gen en las diferentes células. dando por
resultado los diferentes efectos observados. De hecho se logré comprobar que una de las clonas.
en la que se observo una marcada supresion de la tumorigenicidad, presenta varias copias del gen
normal. Muschel (1990) ha reportado que durante la transfeccion del gen H-ray a células de raton,
al menos cinco copias del gen se integran en un sitio especifico del cromosoma 3 del ratén.
posiblemente mediante recombinacion homdéloga. El que se haya detectado Ia presencia de varias
copias del gen c-H-ras en una de nuestras clonas estd en concordancia con lo observado en otra
de ellas, que presentd una muerte mitdtica acusada, y en la cual se encontré (ue tenia niveles
aumentados de expresion del gen c-H-ras normal. Chang vy cols. (1982) reportaron que la elevada
expresion del gen c-H-ras normal es capaz de transformar células normales, cosa que estaria en
contra de nuestros datos. Sin embargo Paterson y cols. (1987) lograron aislar revertantes no
tumorigénicas a partir de células de un fibrosarcoma humano HT1080 (hetcrocigotas para N-ras

es decir, tienen un alelo normal y un alelo mutado). Tales revertantes poscen copias adicionales
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del alelo normal (generadas mediante un incremento en la ploidia cromosoémica), lo cual se
traduce en“ un é\ﬁrﬁento del mRNA, y de la’ proteina. p21 Ras normal, manteniendo niveles
inferic.;rés de expresion del alelo mutado. Asi mismo Spandidos y Wilkie (1988) reportaron que es
posible suprimir el fenotipo tumorigénico de fibroblastos de rata 208F (transformados con el gen
c-H-ras mutado), mediante la transfeccion con el gen c-H-ras normal, siempre y cuando la
proteina Ras normal se expresec a niveles elevados con respecto a la proteina mutada. Estos dos
trabajos estan en concordancia con lo encontrado por nosotros. En algunas de nuestras clonas fue
imposible evaluar la tumorigenicidad, ya que las células se muricron antes de poder expanderlas
en numero suficiente para su inyeccion en los ratones atimicos desnudos. Sin embargo. se puede
concluir que en las células transfectadas con el gen c-H-ras normal que generaron tumores, el
tamafio de estos fue menor que el obtenido con los controles, lo que indica que este gen en su
version normal induce una inhibicién‘dcl crecimiento del tumor.

n el caso de las células que fueron incapaces de proliferar y se muricron, la muerte
mitdtica fue comprobada por la observacion de las scrias alteraciones morfolégicas presentes en
estas células como son el aumento exagerado del tamafio celular y la presencia de varios nucleos.
Ademas, la existencia de una gran cantidad de cromosomas (>200), asi como la detencion del
ciclo celular entre las fases S y G2/M son evidencias que apoyan la afirmacion anterior. O’ Brien y
cols. (1986) reportaron que fibroblastos normales de humano transfectados con el gen v-K-ras.
generan microtumores (al ser inyectados en ratones atimicos desnudos) para enseguida envejecer

y morir. Esto apoyaria la idea de que el envejecimiento con la subsecuente muerte podria ser un

mecanismo de protecciéon antitumoral. Igualmente Hicks y cols. (1991) reportaron que la

transfeccion y concomitante expresion aumentada del gen H-ras mutado en fibroblastos
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embrionalés_cie rata ,R»lj:AFTS‘Z“‘induce‘ una detencién del ciclo celular en las fases G,/S y Go/M,
ocasibnahdc}ifﬁné]’mjé’}irtc{, 1a muerte de las células. Los anteriores trabajos estan en concordancia
cm_i locncontrado por nosotros ya que la transfecciéon con el gen c-H-ras mutado indujo una
detehéién' éntré las fases S/G3y/M del ciclo celular asi como la muerte de una subpoblacién de
células HeLa. Koi y cols. (1993) reportaron que un fragmento subcromosémico conteniendo
DNA del cromosoma 11, es capaz de inducir una detencion del ciclo celular. y que tal fragmento
se localiza entre el gen de la B-globina y el de la insulina (lugar donde se localiza ¢l gen c-H-ras).
En base a lo que nosotros encontramos en el presente trabajo se puede sugerir que es el gen c-H-
ras el responsable de esa detencidn del ciclo celular, ya que como se menciond. tanto el gen
silvestre como el mutado indujeron una detencion del ciclo entre las fases S/G»,/M asi como la
muerte de una subpoblacién de células Hela. La muerte mitdtica no fue un efecto del antibiotico
G-418 o de la expresion del gen neo, ya que en las células Hela transfectadas unicamente con el
plasmido pSV2-neo no se observo tal fenomeno; ademas se sabe que la expresion de este gen
(que conticre resistencia a la neomicina en células de mamifero) en algunos casos induce cambios

en la expresion y el metabolismo celular, pero nunca la muerte de las células transfectadas
(Valera y cols., 1994).

Durante la muerte mitdtica®la célula pierde el control del ciclo celular y de los
mecanismos que controlan la existencia de un solo ntcleo por célula. Ademas, pierde el control
del nimero de cromosomas por nucleo y el control del tamarfio celular. Se ha reportado que
algunos agentes como el cis-platino, la bleomicina, el etoposido y la staurosporina son capaces de
cols.. 1992;

inducir la muerte mitética (Lock y Ross, 1990; Bruno y cols., 1992:; Usui y

Rodilla,1993; Tounekti y cols., 1993). El mecanismo de accion de estos agentes es poco conocido
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en la actualidad, sin embargo se piensa que de algin modo interfieren con la polimerizacién de
los microfilamentos y los microtabulos, alterando la formaciéon del huso acromatico y de los
centriolos. Lo anterior ocasiona que la célula sea incapaz de llevar a cabo en forma adecuada
procesos como la mitosis, la cariocir.xesis y la citocinesis. Asi mismo algunos de estos agentes.
como la staurosporina, podrian interactuar con las cinasas (CDC, CDK) inhibiendolas y afectando
finalmente a los controles del ciclo celular (Bruno y cols., 1992; Usui y cols., 1992).

Lo interesante de esto seria ¢l encontrar una explicacion acerca del porque la expresion
aumentada de c-H-ras normal (generada ya sea por la insercion de varias copias o por la
integracion del gen en algun sitio muy activo) o bien la transfeccion del gen mutado inducen
alteraciones similares a las de las drogas mencionadas. Al parecer la alteracion de la cascada de
sefiales que pasa a través de Ras induce anormalidades en el funcionamiento de las cinasas. la
traduccioén, la transcripcion y la organizacién del citoesqueleto, lo cual conduce tinalmente a la
pérdida del control del ciclo celular-y del ciclo metabdlico de la célula. Se sabe que Ras esta
conectado directamente con la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos, ¥ que esta
ruta actua sobre factores ribosomales y nucleares que controlan la traduccion y la transcripcion
(Prendergast y Gibbs, 1993). También se sabe que Ras estia conectado con la ruta denominada
Rho/Rac que incluye un grupo de proteinas relacionadas a Ras que controlan la polimerizacion de
la actina y el citoesqueleto en la célula (Prendergast y Gibbs, 1993).

Considerando todo lo anterior es posible proponer un modelo, en el que Ras interfiere con
la regulacién de la morfologia celular y el ciclo celular a dos niveles: (1) fuera del nicleo,
afectando al citoesqueleto a traves de Rho y Rac, alterando mecanismos que controlan la correcta

separaciéon de las cromatides hermanas y la citocinesis al final de la mitosis. (2) dentro del niacleo,
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interfiriendo con l;x regulacién de proteinas tales como cdc2, c¢dk2 y las ciclinas, y afectando
meqanismos‘qué controlan la memoria celular de la posicién actual dentro del ciclo celular y el
tamafio de la célula.

Dépéﬁdiendo del grado de alteracion causada (por la expresion aumentada del gen normal)
a estos dos niveles, la célula podria morirse por catastrofe mitotica o simplemente disminuir su
proliferacidon, con lo que se generan los tumores de menor tamarfio observados.

Una alternativa para mejorar el método y asepurarse de que todas las células bien sea que
sufran muertc mitotica o bien proliferen sin formar tumores podria ser el uso de un vector de
expresion conteniendo al gen c-H-ras normal, con lo que se podria regular la expresion del gen e
inducir los efectos observados en forma controlada.

Por lo pronto podcmos concluir que la elevada expresion del gen c-H-rasy normal
transfectado en las cé¢lulas Hel.a detiene la proliferacion en algunas de ellas y les induce la mucrte
mitética, lo cual podria representar un avance en la busqueda de estrategias para detener cl

crecimiento de las células de cancer.
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