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INTRODUCCIO

El cancer es la subversio dels controls
regulatoris que mantenen cada tipus cellular
dins d ' un determinat patro de proliferacio i
diferenciacio que permet un funcionament
harmonic de 1'organisme . La majoria
d'aquests patrons de proliferacio son deter-
minats geneticament , i fins i tot aquells que
responen a influencies externes ho fan
modulant 1'expressi6 dels gens que interve-
nen en el proces corresponent. Per aixo, per
estudiar el cancer des d'un punt de vista
molecular, es necessari investigar els canvis
estructurals o funcionals en els Bens de la
cel•lula tumoral i determinar-ne la funcio
fisiologica. Aixo permetra desenvolupar
estrategies racionals per aturar els efectes
nocius d ' aquests Bens.

Un esdeveniment pioner en la recerca del
cancer va ser la identificacio dels gens indi-
viduals implicats en el proces cancerigen,
primer en retrovirus animals i posterior-

ment en el genoma de diversos mamifers,

inclos 1 'huma. Aquests descobriments inici-
als van sentar les bases per a 1 ' analisi de
diferents tipus de tumors en busca de les
alteracions genetiques especifiques que po-
guessin explicar la transformacio maligna
en diversos teixits . Els Bens que estan invo-
lucrats en el desenvolupament de processos
tumorals han rebut el nom d'oncogens i de

grits suprcssors dc tumors.

IDENTIFICACIO I

CARACTERITZACIO D'ONCOGENS

Els nostres estudis s'han centrat en els
limfomes de timus murins induIts per carci-
nogens quimics i radiacions ionitzants, un
sistema model que ens proporciona flexibi-
litat experimental i un nombre suficient d'in-
dividus per aconseguir resultats significa-
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tius. Els limfomes obtinguts van ser analit-

zats per transfecci6 en cel•lules NIH3T3, i

aquells que generaven focus transformats

s'utilitzaven per tal d'identificar 1'oncogen

responsable. Un cop vam descobrir que, en

els tumors, els gens N-ras i K-ras estaven

activats (Guerrero et al., 1984c ), procedirem

a aillar-los per clonatge molecular (Guerrero

et al., 1984a ). La segi enciacio dels oncogens

activats demostra que diferien dels seus res-

pectius equivalents normals en un sol parell

de bases (Guerrero et al.,1984b ; Guerrero et

al., 1985). La presencia d'aquesta mutacio

puntual en el gen rep el nom d'activacio i es

la responsable del fenotip anormal induit en

la cel-lula transformada.

El seguent pas consistia a analitzar tu-

mors que havien estat induits per diferents

agents carcinogens per tal d'investigar si hi

estaven implicats els mateixos gens o be

gens diferents i si hi havia o no una especi-

ficitat en els tipus de mutacions segons

1'agent utilitzat per a induir els tumors. Vam

trobar que, dels tres membres de la familia

ras (H-, K- i N-ras), sols K- i N-ras estaven

activats en aquests tumors, pero mai H-ras

(Diamond et al., 1988; Newcomb et al., 1988).

Aixo ens va portar a analitzar 1'expressi6

dels tres gens ras en diferents teixits. Els

resultats d'aquesta analisi indicaren que els

tres gens ras s'expressen en tots els teixits

analitzats, malgrat que hi ha una gran vari-

abilitat en els nivells d'expressio segons el

teixit (Leon et al., 1987). Aixi, vam trobar que

en el timus K- i N-ras s'expressen a uns

nivells elevats mentre que H-ras s'expressa

a baixos nivells. En canvi a ]a pell, un teixit

on molts dels tumors experimentals analit-

zats contenen un gen H-ras activat, la taxa

d'expressio estava invertida. Aixo sembla

indicar que hi ha una relaci6 entre el nivell

d'expressi6 i la probabilitat que el gen s'ac-

tivi en aquell teixit. La hipotesi actual per a

explicar aquesta correlaci6 proposa que

malgrat els trey gens ras son dianes equiva-

lents per mutagenesi, independentment del

teixit, tant sols son seleccionats per a induir

la formaci6 de tumors quan tenen una fun-

cio biologica activa. I aixb nomes es possible

en aquells teixits en els quals el gen es ex-

pressat a nivells relevants.

ACTIVACIO MUTACIONAL

A mes de 1'especificitat per alguns dels

gens ras , era important analitzar si hi havia

una especificitat mutacional per part de

1'agent inductor. Per a aquest estudi utilitza-

rem el carcinogen quimic MNU (metil nitros

urea) i dos agents ffsics, la radiacio gamma

i els neutrons. L'MNU produeix mutacions

principalment en la segona base del codo 12

de K-ras (40%, dels tumors) i canvia la glicina

per 1'acid aspartic. Aixo implica una transi-

cio de G:C a A:T (Diamond et al., 1988;

Newcomb et al., 1988) que es consistent amb

les propietats quimiques conegudes de

1'MNU. Curiosament, els tumors induits per

radiacio gamma (una radiacio ionitzant de

baixa LET) tambe presentaven una transici6

consistent de G:C a A:T en la segona base del

codo 12 (Diamond et al., 1988), malgrat que

la frequencia total de mutacions en els gens

ras era inferior (25 % dels tumors). Per con-

tra, en els tumors induits per neutrons (una

radiacio ionitzant d'alta LET), nomes el17 %

presentaven mutacions en els gens ras.

Aquestes alteracions no seguien cap patro i

no vam trobar cap tumor que presentes la

mateixa mutacio detectada en els limfomes

induits per MNU o raigs gamma (Sloan et al.,

1990). Aquests resultats indiquen que, a mes

de la possible especificitat quimica de 1'MNU,

hi podria haver un factor addicional que

facilites 1'acumulaci6 o la seleccio del dany

en la segona posicio del codo 12 de K-ras en

aquells tumors induits per radiacio de baixa

LET. Pel que fa als neutrons el resultat es

molt diferent i suggereix que el dany provo-
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cat per la radiacio d'alta LET no pot ser

repast d' una forma homogenia i dona floc a

un patrci de mutacions a 1'atzar.

EFECTES EN EL DESENVOLUPAMENT

EMBRIONARI

Malgrat que hi ha una associacio fre-

giient entre lea mutacions en els gens ras i el

desenvolupament del tumor, taut en hu-

mans com en sistemesmodel animals, no ha

estat formalment demostrat que 1'activacio

dell gens ras desencadeni el desenvolupa-

mentdel tumor . De fet podria succeir que els

gens ras estiguessin associats amb els tu-

mors unicament per la seva coneguda ines-

tabilitat genetica . Per analitzar aquesta giies-

ti6 fou necessari treballar de nou amb siste-

mes animals ja que el disseny experimental

requeria induir un tumor in vivo utilitzant

un oncogen . En aquest sentit, els ratolins

transgenica constituien un candidat ideal.

Els primers experiments van consistir en la

introduccio de 1'oncogen N-ras activat,

previament a'illat d'un limfoma de timus, en
la linia germinal del ratoli i controlar si els
animals transgenics desenvolupaven el tu-

mor. Cap dels animals nascuts va resultar

ser transgenic , coca que indicava que 1'onco-

gen era fetal durant el desenvolupament

embrionari.

Per aprofundir en aquesta giiestio vam
realitzar dos tipus d ' experiments dissenyats

per a analitzar diferents estadis durant el
desenvolupament . En la primes aproxima-
ci6, els embrions microinjectats es cultiva-
ven in vitro en unes condicions adequades
perque es desenvolupessin fins a la fase de
blastocist expandit . En comparar el percen-
tatge d'embrions que assolien aquest estadi
entre el grup que havia estat microinjectat
amb un fragment irrellevant de DNA i el
grup que havia estat microinjectat amb 1'on-
cogen N- ras vam trobar que nomes el 12 %

dels embrions microinjectats amb 1'onco-

gen van assolir 1'estadi de blastocist expan-

dit comparatamb un 21 % dell injectats amb

el DNA control . Aixo confirmaria la idea

que 1'oncogen excerceix algun efecte nociu

durant lea fases primerenques del desenvo-

lupament embrionari, pero el fet que no hi

hagi una supressio total suggereix que hi

podria haver algun altre efecte excercit en

fases mes avan^ades del desenvolupament.

Per explorar aquesta hipotesi els embrions

van ser implantats just despres de la micro-

injeccio i es van analitzar en diferents mo-

ments del desenvolupament. Els temps es-

collits van ser 7 dies i mig, 8 dies i mig i 10

dies. Els parametres analitzats foren la mor-

fologia i la presencia del transgen en 1'em-

brio . Els fenotips morfologics detectats van

ser: normal, aturada primerenca i aturada

tardana. En determinar la presencia del

transgen per PCR utilitzant segiiencies es-

pecifiques per a la construccio transgenica

es va observar que practicament a tots els

embrions normals mancava el transgen,

mentre que aproximadament la meitat dels

embrions aturats contenien 1'oncogen. El

proxim pas a fee sera analitzar 1'expressio de

1'oncogen exogen per tal de determinar si hi

ha una correlacio addicional d'aquest para-

metreamb una morfologia determinada. En

qualsevol cas , la conclusio d'aquests experi-

ments es que hi ha un efecte inhibidor del

desenvolupament normalperpart de l'onco-

gen N-ras i els experiments d'hibridacio ire

situ, utilitzant sondes especifiques per al

transgen , ens proporcionaran informacio

sobre aquells teixits on 1'expressio de 1'onco-

gen to efectes deleteris.

SOBREEXPRESSIO DEL

PROTOONCOGEN IN VIVO

Per tal d ' intentar produir ratolins transge-
nics viables vam haver de posar 1'oncogen
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sota el control d'un altre promotor. Vam

escollir I'MMTVLTR del virus del tumor

mamari de ratoli (Mangues et al., 1990). Es

prepararen construccions sota el control

d'aquest promotor, tant per la versi6 normal

del gen N-rns de ratoli com per 1'activada, les

quals es van microinjectar en embrions de

ratoli. Amb 1'oncogen N-ras activat vam ob-
tenir unicament dos ratolins transgenics,

que van morir poc despres del naixement

amb limfomes i, per tant, no vam poder

establir cap linia transgenica. Sorprenent-

ment, pero, els ratolins transgenics per la

construcci6 normal van desenvolupar tu-

mors; preferentment carcinomes de glandu-

la mamaria i hiperplasies de la glandula de

Harder (Mangues et al., 1992). Per tal de

determinar el mecanisme de tumorogenesi,

es va analitzar 1'expressi6 del transgen en

diferents teixits dels animals transgenics i

dels seus germans no transgenics. Els resul-

tats indicaren que el transgen s'expressa en

aquells teixits on hi ha expressi6 dels pro-

motors indu'its per esteroides: glandula

mamaria, glandula salival, alguns organs

hemopoetics, glandula de Harder, etc. En

aquestes linies de ratolins el transgen es
sobreexpressat respecte al gen endogen, en

part es degut al fet que hi ha copies extres

d'aquest gen pero tambe perque estan sota

el control d'un promotor diferent. Els expe-
riments de cinetica indicaren que hi havia

un augment en el nivell d'expressi6 del

transgen parallel a 1'edat del ratoli. Aquest

augment en el nivell constant d'expressi6

esta correlacionat amb la desmetilaci6 de

diferents regions del promotor MMTV i in-

dica que aquest es el possible mecanisme

que explicaria 1'augment del missatge amb

el temps (Mangues, Schwartz et al., a ). En

algun moment de la vida de l'animal to hoc

un altre esdeveniment que incrementa 1'ex-

pressi6 del transgen unes deu vegades mes

i que desencadena el desenvolupament del

tumor. Aquest increment addicional de 1'ex-

pressi6 no esta correlacionat amb un aug-
ment adicional de desmetilaci6 i, per tant, hi

ha d'haver altres factors, com ara mutacions

en el promotor o activaci6 dels factors de
transcripci6, que estimulin el promotor

MMTV. Fins ara no hi hem detectat cap

mutaci6. Un altre punt que requeria aclari-

ment era la presencia o absentia de muta-

tions activadores de N-ras que poguessin

ser responsables del desenvolupament del

tumor. Amb 1'aplicaci6 de la tOcnica de RT-
PCR sobre DNA de tumor i la posterior

segiienciaci6 del producte no s'ha detectat

cap mutaci6 activadora (Mangues et al.,
1992), cosa que indicaria que la sobreex-

pressi6 del protooncogen normal es sufici-

ent per a predisposar les cel-lules a la trans-

formaci6 maligna.

Aquesta es la primera demostraci6 in

vivo d'un fenomen que havia estat previa-

ment descrit en cultiu de teixits, on la

sobreexpressi6 del gen ras normal podia

desencadenar la transformaci6 de fibroblasts

de rosegador. En les linies transgeniques, el

30 % dels animals desenvolupava carcino-

mes mamaris malgrat que la majoria dels

animals presentava hiperplasia de la glan-

dula de Harder. Per tal d'investigar la coo-
peraci6 de la sobreexpressi6 de N-rns amb

altres factors, tant en el desenvolupament

de carcinomes mamaris com de limfomes de

timus, es van tractar amb MNU els animals

transgenics i els seus germans no transgenics,

seguint un protocol que produeix un alt

percentatge de limfomes de timus. Es con-

trolaren les frequencies de formaci6 de tu-

mors i el periode de latencia en els diferents

grups. En els animals transgenics tractats

amb MNU, la incidencia de carcinomes de

glandula mamaria nova variar, pero el perio-

de de latencia va disminuir de dotze a visit

mesos. Ara be, els limfomes de timus, que

son molt poc comuns (menys del 5 "r„), van

augmentar despres del tractament fins al

mateix nivell que en els no transgenics trac-
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tractats no van desenvolupar cap carcinoma

mamari ( Mangues, Kahn et al.). D'aquests

experiments, se'n desprbn que el transgen es

un component essencial en la carcinogenesi

mamaria Pero no to cap funcio significativa

en el desenvolupamentdelimfomes. L'MNU

sembla que cooperi amb el gen N-ras en el

desenvolupament de tumors mamaris pro-

vocant, en els primers estadis del proces, la

mutacio d ' altre ( s) gen ( s) que d ' una altra

manera podrien ser estocasticament des-

regulats posteriorment i que son necessaris

per al desenvolupament del tumor.

Com ja s'ha comentat, els experiments

descrits proporcionen una important evi-

dbncia sobre el paper de la sobreexpressio

dels protooncogens en el desenvolupament

del tumor . Pero a mes ens indiquen que una

minuciosa analisi del gen ras en certs tipus

de tumors, com el de pulmo, possiblement

hauria estat poc adequada perque les muta-

tions dels gens ras son molt poc frequents en

aquests tumors. Aixo podria haver fet pas-

sar per alt el fet que la sobreexpressio del

gen normal podria estar relacionada en el

proces tumoral.

L'ONCOGEN N-ras INDUEIX

LIMFOMES DE TIMUS

Malgrat tot el que s'ha dit fins ara, 1'objec-

tiu initial de la nostra recerca , o sigui, de-

mostrar que 1'oncogen N-ras pot provocar

limfomes de timus, no havia estat encara

assolit. Per abordar aquesta giiestio era ne-

cessari obtenir linies transgeniques viables

per a 1'oncogen N-ras. Es va decidir modifi-

car el promotor per restringir-ne 1'expressi6

i permetre aixi completar el desenvolupa-

ment embrionari . D'aquesta manera podri-

em controlar els efectes de 1'oncogen en esta-

dis mes avancats. La modificacio va consis-

tir en 1'eliminaci6 de la meitat 5' de
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1'MMTVLTR. La microinjeccio d'aquesta

construccio en embrions de ratoli va perme-

tre obtenir diversos animals fundadors a

partir dels quals s'establiren linies transgb-

niques. Els ratolins d'aquestes linies van

desenvolupar limfomes de timus amb una

fregiibncia elevada ( 60-70 `%%) (Mangues,

Schwartz of al., b). Aixi, aquests experiments

demostren que 1'oncogen N-ras , previament

aIllat d'un limfoma de timus, pot ser el factor

determinant en el desencadenament de la

formacio d ' aquest tumor ja que es Punic gen

que ha estat introduit en el sistema . Aques-

tes observacions segueixen els postulate de

Koch per demostrar que un agent infeccios

es el responsable d'una malaltia determina-

da i, per tant, representen un pas clau en la

demostracio que els oncogens son la pedra

angular en el desenvolupament del cancer.

RATOLINS AMB EL GEN N-ras

INACTIVAT PER KNOCKOUT

Corn ja s'ha comentat, per entendre el

paper dels oncogens en la carcinogenesi es

necessari determinar - ne la funcio fisiologi-

ca. Seguint els pasos de la genetica bacteria-

na, una correcta aproximacio per dissecionar

la funcio d ' un gen es obtenir mutants

inactivats . En els mamifers , en ser diploids,

es necessari actuar sobre els dos alels i aixo

es pot aconseguir mitjancant 1'6s de la tecni-

ca del knockout. Aquesta aproximacio reque-

reix la transfeccio d'una construccio del gen

d'interes en una cel • lula mare embrionaria o

embryonic stern cell (ES); d'aquesta manera

s'actua sobre el gen endogen per recombi-

nacio homologa . Un cop aillades les cbl -lutes

ES que contenen un dels alels inactivat, s'in-

jecten en blastocists que en ser transferits

donaran hoc a ratolins mosaic . Si les cel-lu-

les que deriven de les ES migren a Ifnia

germinal, una part dels descendents de 1'ani-

mal mosaic estaran constituits totalment per
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cel•lules derivades de les ES i contindran un
dels alels pel gen d'interes inactivat en totes
les seves cel•lules. Creuaments subseguents

entre animals heterozigots produiran des-
cendents que seran doble knockout i, per
tant, mancats totalment d'aquell producte

genic. En col•laboracio amb el Dr. R.
Kucherlapati de l'Albert Einstein College of
Medicine, hem obtingut ratolins amb el gen
N-ras inactivat per knockout (Umanoff of al.).
El nombre de descendents knockout obtin-

guts es el 25 %, esperat del creuament entre

dos heterozigots knockout i, per tant, la inac-
tivacio del gen N-ras sembla que no es per-
judicial per al desenvolupament embriona-
ri. L'analisi molecular d'aquests ratolins re-

vela una absencia total de la prote'ina N-ras

p21 en els organs analitzats pero es detecten

altres proteines ras. Despres d'un any, els
ratolins amb el gen N-ras inactivat seguei-
xen manifestant un fenotip normal, cosy que

suggereix que algunes de les funcions del
gen N-ras podrien ser assumides per altres
membres de la familia i podria succeir que

en realitat no haguessim fet cap assaig de les

funcions especifiques de N-ras. En qualse-

vol cas, aquests ratolins seran molt dtils per
tal de determinar si hi ha una funcio particu-
lar del gen N-ras i per a analitzar quins

processos alternatius poden compensar la
seva perdua. D'aquesta manera tindrem una
potent aproximacio per confirmar la funcio

de N-ras en els diferents teixits i per disse-

nyar estrategies per modular-ne l'activitat

quan esdeve activat en els tumors.
Els estudis presentats aqui proporcionen

una idea de com ha evolucionat l'estudi del

cancer en l'ultima decada; des dels assajos

biologics fins a identificar i caracteritzar

molecularment els Bens implicats en el pro-

ces utilitzant cultius cel-lulars. Mes tard ha

estat possible analitzar-ne els efectes in vivo
i, mes recentment, determinar-ne la funcio
fisiologica mitjancant his de la tecnica de
knockout i els assaigs bioquimics.
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