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RESUMEN

El factor de transcripción humano Krüppel-like (KLF6) es capaz de unirse a regiones reguladoras

de genes efectores y modular la transcripción del RNA mensajero de los mismos. KLF6 se

induce durante eventos normales de proliferación y diferenciación como el desarrollo de

mamíferos y la regeneración tisular, mientras que su expresión aberrante está asociada con la

formación de tumores. Resultados previos de nuestro laboratorio permitieron identificar genes

efectores de la acción de KLF6 directamente involucrados en la patogénesis, agresividad y

metástasis de numerosas neoplasias como el cáncer de mama. Recientemente se han descripto

numerosas mutaciones que afectan al gen KLF6 en distintos procesos tumorales. Sin embrago,

no existían evidencias de mutaciones del gen KLF6 en carcinomas de mama. Para investigar los

mecanismos moleculares de este proceso tumoral era necesario establecer un sistema

experimental que permitiera estudiar la expresión y localización subcelular de KLF6 en células

de tumores de mama cultivadas in vitro y en tejidos afectados. Para validar los resultados se

consideró necesario conocer el genotipo del gen KLF6 en células derivadas de cáncer de mama.

Para tal fin se cultivaron las líneas celulares, MCF7, T47D y MDA-MB435, obtenidas de dos

laboratorios diferentes; para después purificar RNA mensajero, sintetizar el DNA

complementario (cDNA) y secuenciar diferentes clones. El análisis de al menos seis clones por

cada línea celular permitió determinar que existen variaciones alélicas para la línea MCF7, las

cuales se encontraron repetidas en células provenientes de distintos laboratorios, 664 A>C

(T212P), 394 A>G (T122A), 346 T>C (SlOóP), 268 A>G (LSOE). Para las líneas T-47D

provenientes del Labl se encontró 507 T>C (81598) y para las provenientes del Lab2: 299 T>C

(L90P). Estos resultados son interesantes ya que el cambio en la treonina 212 por prolina (i.e., un

aminoácido polar a uno no-polar) implicaría un cambio conformacional importante en la

estructura secundaria de la proteína, lo cual podría afectar su función. Asimismo, esta

transversión encontrada en el aminoácido 212, es la primera descripta para el dominio de unión al

DNA ("zinc finger"). Finalmente, las mutaciones identificadas en este trabajo abren nuevas

posibilidades para profundizar los estudios que asignan a KLF6 un rol importante como gen

supresor de tumores.



INTRODUCCIÓN

La característica fundamental de los eucariotas superiores es el periodo de vida definido, una

propiedad que se extiende a la célula somática individual, cuyo crecimiento y división están

altamente regulados. Los controles que regulan la multiplicación celular en diversas ocasiones se

alteran. La célula en la que esto ocurre comienza a crecer y a dividirse en forma descontrolada,

al margen de las necesidades del organismo de más células de este tipo. Cuando esta célula tiene

descendencia propensa a proliferar sin responder a la regulación, el resultado es un clon capaz de

expandirse en forma indefinida.

Todos los tipos de tumores están causados por alteraciones en el ADN. El ADN está expuesto a

mutágenos y sufre errores durante su replicación, lo cual resulta en cambios progresivos en la

secuencia nucleotídica (mutaciones puntuales, deleciones, translocaciones). Ocasionalmente, una

de estas mutaciones somáticas altera la función de un gen crítico, proporcionando así una ventaja

cn cl crecimiento o proliferación de esa célula y la aparición de un clon expandido con un

fenotipo transformado. Mutaciones adicionales en otros genes relevantes y sus consecuentes

ciclos de expansión clonal (“multistep process”) producen células que invaden y provocan

metástasis en tejidos circundantes (Fig. l).

Células normales

Mutación Factores tróficos
somatica r_L-—-\

,_—_I__‘ FH

Tumor monoclonal Hiperplasia policlonal

‘ C Mutacionesadicionalesá ‘

Invasividad e
Metástais Tumor monoclonal

Fig .I. Expansión clonal de los tumores
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Las células cancerígenas emergen así, como variantes que han perdido su control normal de

crecimiento. Su habilidad para crecer en localizaciones inapropiadas o propagarse

indefinidamente puede ser letal para el organismo individual en el que se produce.

La mayoría de los tumores surgen como resultado de múltiples acontecimientos. El requisito de

múltiples acontecimientos refleja el hecho de que las células normales poseen múltiples

mecanismos para regular su crecimiento y diferenciación. Para sobrepasar estos controles

podrían requerirse diversas alteraciones de manera independiente o concurrente.

Entre estas alteraciones se encuentra la activación de oncogenes o la desactivación de genes

supresores de tumor.

Los oncogenes fueron inicialmente identificados como genes transportados por virus que causan

la transformación de sus objetivos celulares. Los genes celulares se denominan protoocogenes, y

en ciertos casos su mutación o activación aberrante en la célula se asocia con la formación del

tumor. Los oncogenes se enmarcan en diferentes grupos, representando diferentes tipos de

actividades que van desde las proteínas de membrana hasta los factores de trascripción . La

generación de un oncogen representa una ganancia de función en la que un protooncogen celular

se inactiva inapropiadamente. Esto puede involucrar un cambio mutacional en la proteína, o su

activación constitutiva, sobreexpresión, o falla en la interrupción de la expresión en el momento

adecuado.

Los genes supresores de tumor se producen mediante deleciones u otras mutaciones de

inactivación que conducen a la aparición de tumores. Estos representan pérdida de fiinción en

genes que normalmente imponen algún tipo de restricción en el ciclo celular, la liberación de

estas restricciones conduce a la génesis de tumores (Fig. 2). En la Fig. 2 se representa el modelo

de “two-hit” de Knudson donde uno de los alelos sufre una primera mutación espontánea (en

algunos casos puede ser hereditaria) y en segundo termino se produce otra alteración en el alelo

restante, inactivando de esta manera los dos alelos fiincionales y generando un gen supresor de

tumor.



Fig. 2. Modelo de Knudson
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En conclusión, los oncogcnes se identifican por cambios genéticos que representan una ganancia

de función asociada con la adquisición de ciertas propiedades proliferativas. Un oncogen podría

derivarse de un protooncogen por medio de mutaciones que afectan a su función o nivel de

expresión. Los genes supresores de tumor se identifican por mutaciones de perdida de función

que permiten el aumento de la proliferación celular. Las mutaciones pueden eliminar la función

del supresor de tumor o crear una versión dominante negativa.

Todos los organismos sufren cierto número de mutaciones como consecuencia de sus procesos

celulares normales o de interacciones al azar con el entorno que las rodea. Estas mutaciones

reciben el nombre de espontáneas; la frecuencia con la que se producen depende de cada

organismo.

Las mutaciones son fenómenos poco frecuentes y por supuesto, las que provocan un daño

genético producen selecciones adversas alo largo de la evolución. Por tanto, es dificil obtener de

la población natural un amplio número de mutaciones espontáneas para su estudio.

Cualquier par de bases de ADN puede sufrir mutaciones. Una mutación puntual es la que recae

sobre un único par de bases, y puede deberse a cualquiera de estos dos fenómenos:



(i)Modificaciones químicas del ADN que cambian directamente una base por otra diferente.

(ii) Disfiinciones durante el mecanismo de replicación del ADN, que provocan la

inserción/deleción de una base anómala en una cadena de polinucleótidos durante la síntesis del

ADN.

Las mutaciones puntuales pueden dividirse en dos grupos en función de la naturaleza de las bases

sustituidas:

- La transición es 1aforma más frecuente, y consiste en la sustitución de una

pirimidina por otra, o de una purina por otra.

- La transversión es menos frecuente, y consiste en la sustitución de una

purina por una pirimidina o viceversa.

Durante mucho tiempo se pensó que las mutaciones puntuales eran los acontecimientos básicos

de los cambios en los genes. Sin embargo, en la actualidad se sabe que con bastante frecuencia

ocurren inserciones y deleciones de fragmentos mayores a un nucleótido.

La fuente de la que proviene dicho material genético son los elementos de transposición,

secuencias de ADN capaces de desplazarse de un lugar a otro. La inserciones suelen abolir la

actividad del gen. En la zona en la que ha tenido lugar una inserción suelen producirse

posteriormente fenómenos de deleción de la misma o de los fragmentos adyacentes. Una

mutación puntual puede volver a la secuencia original mediante una mutación compensadora en

cualquier otro lugar del gen. La inserción de material adicional se puede revertir mediante la

deleción de dicho material. La deleción de parte de un gen es un fenómeno irreversible. En

ocasiones se producen mutaciones en otros genes con el fin de compensar los efectos de la

mutación ocurrida en el gen original.

Generalmente, el cáncer surge debido a la acumulación de mutaciones que incluyen a oncogenes,

genes supresores de tumor y genes reparadores de ADN. Es así entonces que la formación de una

célula cancerosa requiere que se liberen los frenos del crecimiento celular (genes supresores de

tumor) a la misma vez que se activen los aceleradores para el crecimiento celular (oncogenes).



El gen humano Krüppel-like factor 6, originalmente denominado Core Promoter Binding Protein

(CPBP/KLFó, aislado e identificado por Koritschoner et al., 1997), codifica a un factor de

transcripción capaz de interactuar con regiones de DNA que son frecuentes en promotores de

genes eucariotas y de este modo regular la síntesis de RNA mensajero.

Exon l Exon 2 Exon 3 Exon 4

Acidlc Domain Sor" hr Domain Zn-Flngoncsz

Exon l: 102 bp (34 a.a.)

Exon 2 : 574 bp (191 a.a.)

Exon 3: 124 bp (42 3.a.)

Exon 4: 49 bp (16 aa.)

Fig. 3. Representación esquemática del gen humano KLF6y su producto proteico.
Se indican los exones con sus correspondientes números de nucleótidos y los respectivos
dominios proteicos codificados.

KLF6 sc induce durante eventos normales de proliferación y diferenciación como el desarrollo de

mamíferos y la regeneración tisular, mientras que su expresión aberrante está asociada con la

formación de tumores.

Sc determinó que KLF6 modula la expresión de numerosos genes involucrados en el embarazo

(PSG, Pregnancy-Specific Glycoproteins), la reparación y regeneración tisular (TGFB,

Transforrning Growth Factor By sus respectivos receptores, TGFBR), como así también a genes

virales, como los del virus HIV (Koritschoner et aL, 1997; Ratziu et al., 1998; Suzuki et al., 1998;

Kim et al. 1998, [nuzuka et al., 1999; Turner and Crossley, 1999). Mas recientemente se

identificó a KLF6 como un gen supresor de tumor debido a la ocurrencia natural de mutaciones

en ambos alelos que originan pérdida de función (Narla et al., 2001, Reeves et al.2004 ). En estos



artículos se propuso un mecanismo que asigna un rol esencial a KLF6 sobre la regulación del gen

p21 cuyo producto actúa como proteína inhibidora del cielo celular.

La versión “Wild type” de KLF6 es capaz de activar el gen p21 reprimiendo el ciclo celular

mientras que mutaciones que anulan funcionalmente a KLF6 hacen que ésta no imprima el freno

molecular y la célula prolifere de manera anormal causando el tumor. Estas observaciones

indican que KLF6 cumple un papel fundamental en el control del ciclo celular y aquellos cambios

que afecten su expresión podrian ejercer modificaciones en las tasas de proliferación y en el

potencial de diferenciación celular. Por lo tanto, los estudios acerca de la actividad de KLF6 en

células en cultivo y sus consecuencias sobre otros genes, serían de suma importancia para

comprender los mecanismos moleculares involucrados en la proliferación y/o apoptosis de

células humanas en situaciones normales y patológicas.

El factor de transcripción Krüppel-like 6 (CPBP/KLF6), se expresa en numerosos tejidos

humanos aunque en distintos niveles. En este contexto, evidencias recientes obtenidas por

ensayos de inmunohistoquímica e inmunoblot indicaron que KLF6 se expresa efectivamente en

tumores de mama y líneas derivadas de carcinomas mamarios (e.g. MCF7, MDA-MB435,T47D).

Cáncer dc Prósmm 23/33 (70%). Narla y col. (2001) Science 294, 2563 -2566

Cáncer de Próstata 7/12 (58%) . Chen C y col. (2003) AJ. Of Patology 162, 1350 -1354

('úncrr Pituiruriu l hu ¡5” i,1. Vax y col. (2003) Endocrine -Related Cancer 10, 397 402

Cáncer Colorectal 21/50 ( 42%). Helen y col. (2004) Gastroenterology 126, 1090 -1103

Cáncer Astrocítico 12/76 (16%). Jeng y col. (2003) lntJ Cancer 105,625 -629

Cancer Nusofuringco 3/19 (IM/"J. Chen HK y col. (2002) Ai Zheng 10, 1047 -1050

V V vv v v vv v vv v v vv
y v v w vv v vvv v wv

Vvv vv'vw'v'vvv V v v v'v "w" v'
l 112 208 290

Fig.4. Mutaciones descriptas para el gen KLF6.
Los diferentes colores indican las posiciones de las mutaciones relacionadas a los distintos tipos
de cáncer.



El gen KLF6 consta de 4 exones, pero más del 90% de las variaciones alélicas descriptas se

ubican en el exon 2 (574 pb) (Reeves y col, 2004; Narla y col., 2001; Vax y col., 2003;

Muhlbauer y col., 2003; Chen y col., 2003) (Fig. 4).

OBJETIVO

Identificar y caracterizar lasposibles variaciones de secuencia para el exon 2 delgen humano

Krüppel-likefactor 6 ( KLF6) en células de cáncer de mama.

DESCRIPCIÓN DEL PROYECTO

Se cultivaron las líneas celulares obtenidas de dos laboratorios diferentes (Labl y Lab2) para

después purificar el RNA mensajero y se sintetizó el DNA complementario (cDNA) utilizando la

enzima Transcriptasa Reversa (M-MLV) de diferentes marcas comerciales. El cDNA purificado

y cuantificado fue usado como molde para amplificar por medio de la reacción en cadena de la

polimerasa (PCR) el exon 2 del gen KLF-6, usando DNA Pol. distintas. Una vez que los

productos de PCR fueron verificados se los clonó y amplificó en bacterias. Se amplificaron 6

clones por cada linea celular y 6 para el control positivo (plásmido que contenía el cDNA

completo de KLF6 cuya secuencia fue idéntica con la publicada en el banco de datos como Wild

type). Una vez que se eligieron 6 clones por cada línea celular, se procedió a purificar los

plásmidos. El paso siguiente fue cuantificar el DNA para después por digestiones con enzimas

de restricción poder conocer el peso molecular y la orientación de cada fragmento inserto en el

vector. Por último se secuenciaron los fragmentos y los resultados fueron comparados con los

existentes en las bases de datos, utilizando el software OMIGA (Oxford Molecular). Para

confirmar los resultados se repitió todo el procedimiento.



-MCF-7 -MCF-7
-T47D Lab. 1 Lab. 2
- MDA-MB-43SS _T47D

l
RNA RNA

l M-MLV Stratagenc M-MLV Promcga l

cDNA cDNA

l Taq DNA Pol. DNA Pol. High Fidelity l

PR PR

I+I QÉ«ÓQ)o.oClonado

Confirmación Secuenciamient Confirmación

Fig. 5. Diagrama del proyecto.

RESULTADOS

Amplificación y Clonado delfragmento de cDNA de KLF6

Se cultivaron tres líneas celulares de cáncer de mama (Materiales y Métodos). Se purificó el

RNA total mediante protocolos estándar. El RNA fue cuantificado por espectrofotometría a

260nm/280nm dando cocientes superiores a 1,6 y obteniendo en promedio por placa 12 ug de

RNA. A partir del RNA total se sintetizó cDNA, que fue cuantificado por espectrofotometría,

obteniendo en promedio 50 ug de cDNA. El cDNA fue amplificado por PCR y analizado en un

gel de agarosa al 1,2% dando bandas únicas del peso molecular esperado (669bp).



Forward

lexoulrexon2

669bp

exon l 13 pb

exon 2 completo 574 pb

exon 3 82 pb

Fig. 6. PCR del cDNA del gen humano KLF6.

Panel izquierdo: fotografia de un gel dc agarosa que muestra los productos de PCR especificos
del cDNA KLF6. Panel derecho: esquema de las regiones amplificadas por PCR.

El producto de PCR fue cuantificado por absorbancia y clonado en vectores apropiados para

luego ser introducidos en bacterias competentes. La transformación de las bacterias fue superior

al 90%.

Se amplificaron 6 colonias, positivas (blancas) para el inserto, por línea celular, y 6 para el

control positivo, luego se purificó el vector de cada una de las 24 colonias.
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Fig. 7.Esquema de la transformación de bacterias con plásmidos que confieren resistencia a
antibióticos (Panel izquierdo). En el panel derecho se muestra una fotografía de un experimento
tipico de transformación en E. Colí Top 10 (Invitrogen) empleando los productos de ligación del
fragmento de PCR y el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen).

Este plámido (pCR 2.1-TOPO ) posee flanqucando el sitio de clonado sitios para distintas

enzimas de restricción. Se analizaron los sitios de reconocimiento para enzimas de restricción,

tanto en el plásmido como en cl fragmento amplificado de 669b. Para verificar el tamaño de los

fragmentos clonados se utilizó la enzima Eco-RI, que no posee sitios de corte en el exon 2 del

gen KLF-ó y sí en cl plásmido flanqueando el producto de PCR insertado. Los clones positivos

para KLF-ó debían dar 2 fragmentos, uno de 686 bp, correspondiendo al producto clonado de

669bp y l7bp del sitio de corte, y otro de 3214 bp.del plásmido.
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Fig. 8. Análisis de restricción de losplásmidos conteniendofragmentos de cDNA de KLF6.
Los DNA purificados se digirieron con la ezima EcoRI, se resolvieron los fragmentos en un gel
de agarosa y se Visualizaron por medio de tinción con bromuro de etidio.

El próximo paso fue digerir los vectores con la enzima EcoRV. El exon 2 del gen KLF-6 posee

un único sitio de corte para esta enzima, y el plásmido también uno, de modo que para aquellos

clones cuyo fragmento tuviese una orientación 5’—>3’los dos fragmentos resultantes de la

digestión debían tener 533 bp y 3367 bp. Para la orientación 3’—>5’los dos fragmentos debían

ser de 172 bp y 3728 bp. El hecho de cortar con una segunda enzima de restricción, permitió

asegurar que el inserto de los vectores correspondía al gen de KLF-6 y poder conocer la

orientación de los mismos, para luego simplificar las lecturas de la secuencia.

Los DNA correspondientes a cada clon se enviaron a un laboratorio de referencia para secuenciar

ambas cadenas (Macrogen). Con el fin de confirmar los resultados obtenidos se repitió todo el

procedimiento utilizando transcriptasa reversa y DNA polimerasa distintas para cada muestra de

RNA derivada de las lineas celulares.
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Análisis de las secuencias delgen KLF6provenientes de células de cáncer de mama

Células MCF-7

En las líneas MCP-7 de distintos laboratorios se encontró una transversión en 3 alelos diferentes

en la adenina 664 por citosina, produciendo un cambio en la treonina 212 por prolina (T 212 P)

(Fig. 9 y 10). Este cambio de un aminoácido polar a uno no polar, implicaría un cambio

conformacional importante en la estructura secundaria de la proteína. Para profundizar en este

aspecto se realizó un análisis por medio de un programa de computación específico que permite

dilucidar cambios en la estructura (ExPASY Proteomics Tools). El resultado del cambio de

(T 212 P) implica una desestabilización en el primer "zinc finger" de los tres que posee esta

proteína. Esta transversión encontrada en el aminoácido 212, es la primera descripta para el

dominio de unión al DNA ("zinc finger"), ya que todas las publicadas se encuentran en el

dominio de transactivación.

MCF-7l 664A > C T212P MCF-7l 394A > G T 122A
TTTLC©CCAAAÁG rrrcrccc®cccc

MCF-7l 346T>C S 106P MCF-7l 268A >G LSOE
GAACC®AGATGTCA GAACTG©AGATAT

Fig. 9. Secuencias del gen KLF6proveniente de células MCF 7.
Se muestran los electroferogramas de cuatro reacciones de secuenciamiento diferentes donde se
detectaron los cambios que se indican en cada panel. MCF71: el superíndice indica el laboratorio
de origen.



El mismo resultado pudo obtenerse en las muestras de células provenientes de otro laboratorio

(Fig. lO)

CF-72 664A> C T 212 P CF-72394A > G T 122 A

AGrrrac©ccaAAA ACTTTCTCCC©CGGCCA

MCP-72 346 T> C 8106 P MCP-72 268A > G L 80 E

AACC©AGATGTCA CCGAACTG®ÁGATATCT

Fig. 10. Secuencias del gen KLF6proveniente de células MCF 7.
Se muestran los electroferogramas de cuatro reacciones de secuenciamiento diferentes donde se
detectaron los cambios que se indican en cada panel. MCF72: cl superíndice indica el laboratorio
de origen.

Además de las mutaciones descriptas anteriormente, en varios de los clones se identificaron otras

variaciones de secuencia que aparecieron en el mismo clon. Los clones l', 41, 51, 52y 62 (el

superíndice indica el laboratorio de origen) presentaron la transversión 664 mas la transición de

Iimina 346 a citosina, produciendo un cambio en la proteína en la serina 106 a prolina. Por otra

parte. los clones 31, 6“, 6lb (este caso es una confirmación), 62y 22, poseían la transversión 664

mas la transición de la adenina 394 a guanina, produciendo un cambio en la proteína en la

trauma 122 a alanina. Los clones 51, 21, 22, 32, l2 y 52presentaron además de la transversión

una transición en la adenina 268, produciendoun cambio en la proteína en la lisina 80 que

43m4 a giuLámico. Es importante destacar que estas mutaciones se repitieron para las dos



muestras de RNA provenientes de líneas celulares de dos laboratorios diferentes. (Apéndice A).

Los datos de secuencia encontrados concuerdan con el modelo de tetraploidía descripto para las

células MCF7. En este modelo uno de los alelos es wild type, y los otros tres comparten la

misma mutación en 664 A>C además de las mutaciones (346 T>C; 394 A>G y 268 A>G) en

cada uno de los tres alelos restantes en forma individual. En las dos líneas MCP-7l y MCF72 se

encontraron las mismas variaciones alélicas, las que se resumen en la Fig. ll

metafase 4n
664 A>C 664 A>C 664 A>C
46 T>C 94 A>G 268 A> wt

Fig I I. Modelo hipotético de la coexistencia de diferentes mutaciones en células MCF- 7.
Se muestra la localización cromosómica del gen humano KLF6 en 10p15. En caso de
tetraploidía podrian existir el alelo wt y tres variantes alélicas que comparten la mutación 664
A>C y cada una de esta variantes posee una mutación adicional diferente (346 T>C; 394 A>G y
268 A>G).



Células T-47D

En la linea T-47D del laboratorio 1 se encontró una transición en la timina 507 que pasa a

citosina, sin producir cambio en la secuencia de la proteina, al codificar para el mismo

aminoácido (serina 159). Para la muestra del laboratorio 2 se encontró una transición en la timina

299 que pasa a citosina, produciendo un cambio en la proteina en la leucina 90 que pasa a

prolina. Esta transición produciría un cambio importante en la estructura de la proteina y además

coincide con un posible sitio de fosforilación.

T-47Dl 507T>C s 159s T-47D2 299T>C L90P
ACCTTC©CAACTGT GACACT©CCATCAGC

Fig. 12. Secuencias del gen KLF6proveniente de células T-47D.
Se muestran los electroferogramas de reacciones de secuenciamiento diferentes donde se
detectaron los cambios que se indican en cada panel. T-47Dl y T-47D2: el superíndice indica el
laboratorio de origen.

Este trabajo nos muestra que KLF6 se encuentra mutado en 3 alelos de las líneas MCP-7

independientemente del laboratorio de origen. Por otra parte, cn la línea T47D no se detectaron

las mismas variaciones alélicas en las células provenientes de dos laboratorios diferentes. Una

posible explicación sería que las mutaciones en 1alínea T47D de distintos laboratorios hayan

surgido de mutaciones adicionales en sitios diferentes. (Apéndice B)

MDA-MB-435

El análisis en la línea MDA-MB-435 se realizó sólo en una muestra de cDNA (Apéndice C). La

confirmación de estos resultados aguardan su desarrollo en el futuro cercano.



CONCLUSIONES

El cáncer es causado por mutaciones, pero existen dos diferencias claves entre el cáncer y otras

enfermedades genéticas. La primera es que las mutaciones que se observan en el cáncer se

producen, sobre todo, en ce’lulassomáticas, mientras que otras enfermedades genéticas sólo son

causadas por mutaciones en la línea germinativa. Sin embargo, algunos individuos han heredado

mutaciones genéticas que los predisponen a desarrollar tipos específicos de cáncer. La segunda

es que el cáncer no es consecuencia de una mutación aislada, sino, más bien, de la acumulación

de entre 3 y 20 mutaciones, según el tipo de cáncer, en genes que regulan la multiplicación

celular normal.

Las células cultivadas de tumores en lugar de tejido normal muestran cambios en algunas o en

todas sus propiedades. Principalmente sufren cambios cromosomales de manera que no son

verdaderos diploides. Una célula transformada crece de forma mucho menos restringida. Ha

reducido la dependencia de suero, no necesita adherirse a una superficie sólida y se apilan en una

masa compacta de células en lugar de crecer como una monocapa superficial. Además las células

pueden formar tumores cuando se inyectan en los animales de experimentación adecuados.

Ciertos acontecimientos convierten células normales en células transformadas y proporcionan

modelos para los procesos implicados en la formación del tumor. Normalmente, múltiples

cambios genéticos son necesarios para crear un cáncer, y algunas veces los tumores incrementan

su virulencia como resultado de series progresivas de cambios. Por supuesto que cualquier línea

celular establecida aporta sólo una aproximación del control in vivo pero mediante la

comparación de las líneas celulares transformadas con células normales, se trata de identificar las

bases genéticas para la formación del tumor y poder comprender asi los procesos fenotípicos que

están involucrados en la conversión.

Si bien con la simple descripción de éstas variaciones alélicas, no es posible saber qué efectos

finales producen en la función de la proteina, estos resultados alientan a seguir estudiando este

posible gen supresor de tumores que al mutar desencadenaría un crecimiento descontrolado en las

células.



MATERIALES Y MÉTODOS

Líneas celulares

MCF-7: Esta línea proviene de tejido de glándula mamaria humana con adenocarcinoma de

efusión pleural. Retiene diversas características de epitelio mamario diferenciado incluyendo

receptores estrogénicos citoplasmáticos y la capacidad de formar tumefacciones. Contiene el

oncogen TX-4. Los números de cromosomas de la línea germinal variaron desde hipertriploide a

hipotetraploide. El cromosoma 20 es nulisómico, mientras que el X es disómico. Su tiempo de

división es de 29 horas.

T-47D: La línea fue aislada de una efusión pleural obtenida de una paciente femenina de 54 años

con una infiltración ductal de carcinoma de mama. La parte epitelial diferenciada (T-47D)

contiene receptores para el 17 beta estradiol, otros esteroides y calcitonina. Es una línea celular

hipotriploide, con 65 cromosomas en el 50% y poliploidía en un 0.8%. Su tiempo de división es

de 32 horas.

MDA-MB-43SS: Es una cepa que evolucionó de una línea parental aislada en 1976 por

R.Cailleau y Col. de una efusión pleural de una mujer de 31 anos con adenocarcinoma de mama

metastásico ductal. En un estudio reciente de cDNA microarrays la línea parentesca (MDA-MB

435) DE MDA-MB-435 S coincidió con las líneas celulares provenientes de melanoma. Los

autores sugieren que estos hallazgos reflejan un patrón de expresión neuroendrócrina Vistosen

algunos adenocarcinomas de mama o indican que la línea fue establecida de células de un

melanoma oculto co-existente. Es aneuploide (xx), con la mayor parte de los conteos

cromosomales de 55 a 60. Los cromosomas 6, ll, y 22 están ausentes. Mientras que el 7, 13, 18

y 21 están en copia simple, el resto es dipliode salvo el 2 que es triploide.
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Cultivo Celular

Las células fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (cat.l 1995-065-GIBCO)

adicionado con 0.01mg/ml de Insulina al 90%, 2mM de L-Glutamina, 10% de suero fetal bovino,

Penincilina (lOOu/ml)y Estreptomicina (100ug/m1) (l). Para remover las células se usó tripsina

(0,25%) y el medio fue cambiado de 2 a 3 veces por semana. La estufa de cultivo se mantuvo a

37°C en 5% de CO2.

Purificación de RNA total

Se agregó l m1de reactivo de Trizol (cat.15596-026 Gibco) a cada placa de 3,5 cm de diámetro,

lisando las células por completo. El lisado fue incubado por 5 min. a 20°C para permitir 1a

disociación completa de los complejos núcleo-proteínas, posteriormente se centrifugaron a 12000

G por 15 minutos a 4°C. Luego de la centrifugación la muestra quedó separada en una fase

fenol-cloroformo rojiza, una interfase y una solución acuosa superior incolora. El RNA quedó en

la fase acuosa. La fase acuosa fue separada y se precipitó el RNA por medio del agregado de 0.5

ml de alcohol isopropílico. Las muestras se incubaron a 20°C por 10 minutos y luego se las

centrifugó a 10.000 G por 10 minutos a 4°C. E1RNA formó un pellet gelatinoso en el fondo del

tubo. Se removió el sobrenadante y se lavó el pellet con 1 m1de etanol 75% mezclando con

vortex y centrifugando a 7.000 G por 5 minutos a 4°C. Por último se secó el pellet y se lo

disolvió en agua libre de RNasa . Para obtener una buena purificación del RNA obtenido se

utilizó el Kit SV Total RNA Isolation System (Promega).

Síntesis de cDNA

Para la síntesis del cDNA, se mezclaron 3 ug de RNA total y 20 ul de agua mili-Q en un tubo

eppendorf y se calentó 1asolución a 65°C por 3 minutos, luego se enfrió sobre hielo durante l

minuto para remover las estructuras secundarias. Se centrífugo por 5 minutos a 3000 G y se

agregó 3 ul de hexa-primers (0.5uM), 4 ul de buffer de reacción y 2 ul de RNAsin (lOU/ul). Se

calentó a 65°C durante 15 minutos y se enfrió sobre hielo 1 minuto, se centrífugo durante 5

minutos a 3000 G y se agregó lul de una mezcla de los 4dNTPs (c/u 20 mM), 3 U de M-MLV
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Reverse Transcriptase STRATAGENE.Cat. 200401 para las líneas (l) y 1.5ul de M-MLV —

i PROMEGA Cat.M1701 para las líneas (2). Luego se incubó a 37°C por 2 horas.

Primers

El gen de KLF-6 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 10, se diseñó un par de primers

que hibridaran el exon 2 completo y parte del exon 3 para no amplificar cromosoma 10 de DNA

genómico. Se utilizó para tal fin el software OMIGA (Oxford Molecular) y de todos los posibles

se eligió el par: Forward 5’GTACTGGCAACAGACCTGCCTAGA 3’ y Reverse

5’TTTCGGAAGTGCCTGG 3’ que amplificaba 669 bp del cromosoma 10 (exon 2 completo, 13

nucleótidos del exon 1 y 82 nucleótidos del exon 3).

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la reacción de PCR se usó 100 ng de cDNA, 5 ul de Buffer de PCR (lnvitrogen) , dNTP

[0.2mM], MgSO4 [2mM], Primer [0.5uM], 3 unidad de Taq DNA Polimerasa (Invitrogen- Taq

DNA Polymerase. Cat. 11615-010 ) para las líneas (1) y (Invitrogen Taq DNA Polymerase High

Fidelity.Cat. 11304-011) para las líneas (2) en un volumen final de reacción de 50 ul. Además de

los tubos correspondientes a cada línea celular, se procesó un control negativo sin DNA, y un

control positivo con 50 ng de plásmido que tenia insertado el gen de KLF-ó, cuya secuencia fue

idéntica a la Wildtipe. El termociclador (MJ Researchlnc PTC-100) se programó a 95°C por 5

minutos para lograr una buena separación de las cadenas, y luego se realizaron 30 ciclos de 93°C

por 1 minuto, 52°C por 45 segundos y 72°C por 2 minutos. Por último se dejó 10 minutos a 72°C

para lograr una completa elongación de los fragmentos amplificados.

El paso siguiente fue introducir los productos de la amplificación en un vector de clonado

(Pcr2. 1, Invitrogencat K4500-01) cuya eficiencia para fragmentos de 750bp es superior al 95%.

Clonado

La Taq Polimerasa tiene una actividad transferasa terminal que agrega una deoxiadenina única a

los extremos 3’de los productos de PCR, esto no sucede con la Taq Profreading por lo que los

productos de PCR posterior a la amplificación fueron incubados 15 minutos a 72°C con la Taq

Polimerasa Recombinante.(cat. 11615-010 Invitrogen). El vector linealizado de este kit tiene
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residuos terminales de deoxitimidina 3' y la enzima Topoisomerasa I acoplada a dichos extremos.

Esto permite a los insertos de PCR ligarse eficientemente con el vector.

Para clonar 15 ng del vector se utilizaron 80 ng del producto de PCR, y 4 ul de solución salina.

Los tubos fueron agitados suavemente a temperatura ambiente durante 20 minutos, y luego se

pasaron a hielo.
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Una vez insertados los fragmentos en el vector se transformaron bacterias E. Coli químicamente

competentes ( genotipo DHSa-Tl). Para esto a 34 ul de bacterias se le agregó 20 ng del vector

con el inserto, se incubó 20 minutos a temperatura ambiente y luego se colocó 30 segundos en

un baño a 42°C, para permeabilizar las bacterias, c inmediatamente después se puso en hielo y a

cada tubo se le agregó 200 ul de medio SOC. Una vez colocado el medio a las bacterias, se

incubaron l hora a 37°C en un Shaker a 180 rpm para asegurar una buena tranformación.

Se prepararon placas de cultivo con medio sólido que contenían cada una 0.3g de NaCl, 0.3g de

Tripteína, 0.15g de Extracto de Levadura, 0.45g de Agar-Agar, 3mg de ampicilina y 1,2mg de

kanamieina en un volumen final de agua destilada de 30ml. Una vez que se solidificaron se

agregó a cada placa 70 ul de Xgal. Se agregó 30 ul y 60 ul de las bacterias transformadas para

cada línea en distintas placas. Se incubaron luego las placas a 37°C durante 24 horas. El paso

siguiente fue seleccionar aquellos clones que fueron transformados. Para esto el vector le confiere

a la bacteria resistencia a los antibióticos ampicilina y kanamieina y además posee en el sitio de
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clonado el gen LacZ, éste gen codifica una enzima (B-galactosidasa) que degrada los B

galactósidos como el X-gal dando un precipitado de color azul. Los vectores que insertaron algún

fragmento interrumpían dicho gen y las colonias no podían degradar el sustrato X-gal por lo que

quedaron blancas y pudieron ser fácilmente detectadas de las azules que no insertaron ningún

fragmento. Se eligieron 6 colonias blancas de cada línea celular cuidando que estuvieran bien

aisladas, y se las repicó a cada una en 6ml de medio líquido compuesto por 0.06g de NaCl, 0.06g

de Tripteína, 0.03g de Extracto de Levadura, 600 ug de ampicilina y 240 ug de kanamicina.

Incunbando a 37°C por 24 horas en un shaker a 180 rpm.

Purificación de ADN

Una vez obtenido un crecimiento abundante de las bacterias, se purificaron utilizando el kit

QIAprep Spin (Qiagen-Cat. 27990) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para confirmar la purificación, se sembraron Sul en un gel de agarosa al 1,2% y se observó que

todos los tubos tenían el plásmido puro. La contaminación con proteinas se analizó por

absorbancia a 260 nm (DNA) y 280 nm (proteínas) dando en promedio una relación de

absorbancia 260/280 superior a 1,8 indicando una baja contaminación con proteínas. Para la

cuantificación del DNA se utilizó la relación: ldensidad óptica (D0260nm) = 50 ug/ml de DNA.

Análisis con enzimas de restricción

Se cortaron 2 ug de cada clon, con 4 unidades la enzima Eco-RI (lnvitrogen,cat. 15202-013) y

4ul de Buffer. Dejando incubar las muestras a 37°C por una hora. Para la enzima Eco-RV (New

England Biolabs, cat.R0195 S) se utilizó 2 ug de cada clon y 6 unidades de enzima, con 5 ul de

buffer específico. Las muestras fueron incubadas a 37°C por 2 horas.
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Secuenciación

Los clones fueron secuenciados en un laboratorio de referencia (Macrogen Inc, Corea del Sur), en

ambas cadenas utilizando los primers universales T7-forward

(5’CCCTATAGTGAGTCGTATTA3’) y Ml3-reverse (5’CAGGAAACAGCTATGAC3’). Los

resultados de las secuencias fueron analizados utilizando el software OMIGA (Oxford Molecular)

comparando con la secuencia “Wildtype” de la base de datos: htt:/www.gdb.org código de acceso

AFOOl461.
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Apéndice A

Linea Sustitución de Cambio en la

MCF-7( Lab.1) 1° Nucleótido proteína Tablas 1'4 .
Clon1 664 A c T 212 p Labla Labz'ongen de

346 T c s 106 p las líneas.
Clon3 664 A c T 212 p 1°

394 A G T 122 A RT_MMLVS"atag°“°

Clon 5 664 A c T 212 P PCRTaq polimerasa
268 A G L 80 E

Clonó 664 A c T 212 p 20

394 A G T 122 A RT_MMLVPmmcga

C10“2 ‘4 1 W‘ PCRDNA pol High fidelity

Linea Sustitución de Cambio en la

MCF-7 (Lab. 1) 2° Nucleótido Pmteína
Clon2 664 A C T 212 P

268 A G L 80 E.

Clon4 664 A C T 212 P

346 T C S 106 P

Clon5 664 A C T 212 P

346 T C S 106 P

Clonó 664 A C T 212 P

394 A G T 122 A

Clon 1-3 : wt

Linea Sustitución de Cambio en la

MCF-7 (Lab. 2) 1° Nucleótido Proteína
Clon2 664 A C T 212 P

268 A G L 80 E

C10n3 664 A C T 212 P

268 A G L 80 E

Clon5 664 A C T 212 P

346 T C S 106 P

Clon6 664 A c T 212 P

394 A G T 122 A

Clon1-4 : wt

Linea Sustitución de Cambio en la

MCF-7 (Lab. 2) 2° Nucleótido Pl'0teí“a
Clonl 664 A C T 212 P

268 A G L 80 E‘.

Clon2 664 A C T 212 P

394 A G T 122 A

C10n5 664 A C T 212 P

268 A G L 80 E.

Clon6 664 A C T 212 P

346 T C S 106 P

Clon 3 -4 : wt

a
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Apéndice A

Linea Sustituciónde Cambio en la Tablas 5_8

T-47-D(Lab. 1)1° Nucleótido Nomina Labl Lab2_ofigen deJ

Clon l 507 T C S 159 S las líneas.
O

Clon 4 507 T C s 159 s 1 ' Sum ene
RT-MMLV g

Clon 6 5 o 7 T c s 1 5 9 s pCRTaq Pollmerasa

Clon 2-3-5: wt 20

RT—MMLVP‘°mega

PCRDNA pol Highfidelity

Linea Sustitución de Cambio en la

T-47-D (Lab. 2) 1° Nucleótido proteína
Clon l 2 9 9 T C L 90 P

Clon 3 2 9 9 T C L 9 0 P

Clon 5 2 9 9 T C L 9 0 P

Clon 2-4-6: wt

Linea Sustitución de Cambio en la

T-47-D ( Lab. l) 2° Nucleótido Pmteína
Clonl 507 T C S 159 S

Clon2 507 T C S 159 S

Clon3 507 T C S 159 S

Clon5 507 T C S 159 S

Clon 4-6: wt

Linea Sustitución de Cambio en la

T-47-D ( Lab. 2) 2° Nucleótido proteína
Clon 3 2 9 9 T C L 90 P

Clon 4 2 9 9 T C L 9 O P

Clon 1-2-5-6zwt

1:



I Apéïzic-c B

MCF-7
664A-vC TZIZP
TTACACCAA Thr(T) Treonina
ITACCCCAA Pro(l’) Pmlina

ALGTTTACCCCAALAGC GCTTTTGGGGTAAACTT

34 T—>C S 106 l’

G CTCAGA Ser(S) Serina
GAACCCAGA Pro (P) Prolina

AACCCLGATGTCAG CTGACATCTG

394 A—>G T 122 A

TCCCACGG Thr (T) Tmonina
TCCCGCGG Ala (A) Alanina

TTTCTCCCGCGGCCÁ TGGCCGCGGGAGALÁ

268 A—>G L 80 E

GAACTGAAGA Lys ( L) Lisina

Gf‘AÏTGGAGA Glu( E) Glutámico

GAACTGGAGATAT

32
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Apéndice B

T-47D

507 T——>C S 159 S

CTTCTCAA Ser(S) Serina
CTTC CCAA Ser(S) Serina

GLACCTTCÍCALCTGTGGGG CCCÁCÁGTTGGGAÁGGTTC

299 T—>C L 90 l’

AtTCTCATC Leu (L) Leucina
ACTCCCATC Pro (P) Prolina

CACTCCCATCLGCCC GGGCTGÁTGGGAGTG

Resumen de las variaciones alélicas encontradas para las líneas MCF-7 y T
47D, los gráficos corresponden a los electrofcrogramas de ambas cadenas
secuenciadas, ( Forward y Reverse).
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Apéndice C

Linea Sustitución de Cambio en la
MDA-MB-435 Nucleótido proteína
(Lab. 1) 1°
Clon 2 2 O3 A G D 5 8 G

Clon 4 3 1 9 T C Y 9 7 H

Clon 5 1 8 O T C V 5 O V

Clon 1-3-6 : wt

Linea Sustitución de Cambio en la
MDA-MB-435 Nucleótido proteína
(Lab. 1) 2°
Clon 1 2 8 3 C A P 8 5 T

Clon4 467 C T S 146 F

Clon 2-3-5-6 : wt
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