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r Abstract

The G protein coupled receptor encoded by the Kaposi's

sarcoma -associated virus is a viral oncoprotein and

angiogenesis activator

The Kaposi's Sarcoma-associated herpesvirus (KSHV-I-lHV-8)is a y-2 herpesvirus that is

implicated in the pathogenesis of Kaposi's sarcoma and of primary effusion B-cell

lymphomas (PELs), it encode putative oncogenes, and genes that may cause Kaposi's

sarcoma lesions by stimulating angiogenesis. The G-protein-coupled receptor encoded by

an open reading frame (ORF 74) of KSHV is expressed in Kaposi's Sarcoma lesions and

in PELs, and stimulates signaling pathways linked to cell proliferation in a constitutive

(agonist-independent) way. Here we show that signaling by this G-Protein Coupled

Receptor leads to cell transformation an tumorigenicity, and induces a switch to an

angiogenic phenotype mediated by vascular endothelial growth factor (VEGF), an

angiogenesis and Kaposi's-spindle cell growth factor. We find that this receptor can

activate ( in HEK293T) two protein kinases, JNK/SAPK and p38MAPK, by triggering

signaling cascades like the ones induced by inflarnmatory cytokines that are angiogenic

activators and mitogens for Kaposi's sarcoma-cells and B cells. Although this is a

suggestive result, when we express KSHV-GPCR in different cell types it activate

different signaling cascades, and induces difl'erent phenotypes. Using pathway specific

dominant negatives and pharmacological inhibitors we show that, in the cell line NIH3T3,

the activation of JNK and p38 play a major rol in the molecular mechanism of KSHV­

GPCR induced cell transformation.

Endothelial cells play a central rol in kaposi's sarcoma pathogenesis. KSHV infects

endothelial cells and spindle-like cells, of suspected endothelial origin, wich are present in

the kaposi's sarcoma lesions. Therefore, in the context of viral infection, KSHV-GPCR is

expressed in endothelial cells. As the expression of KSHV-GPCR has different biological

and biochemical effects in difierent cell types we decide to study the consecuences of

KSHV-GPCR expression in human primary endothelial cells.
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KSHV-GPCR expression in endothelial cells induce strong morphologic changes,

modifications in the citoskeleton structure, secretion of metaloproteases and resistence to

serum starvation mediated by activation of the Pl3lUAKT pathway's. All those changes

are reminiscent of the transforrned phenotype.

Usually, the expression of transfonning oncogenes in primary cells induces shortage of

telomeres. premature senescence, and cell death. ln sharp contrast the expression of

KSHV-GPCR in primary endothelial human cells stabilize telomere length, by an

alternative mechanism independent of telomerase activity (Alternative Lengthening of

Telomeres or ALT ), and inmortalize endothelial cells. To our knowledge this is the first

demostration that a protein encoded by KSHV is able to inmortailize primary human cells.

Thus using a KSHV oncogenic protein we created a new inmortilized endothelial cell line

that we call Ecs-KSGPCR. As predicted by the multistep carcinogenesis hypotesis, our

preliminary experiments suggest that the mechanisms of Terminal Proliferation Arrest

(TPA) are not completelly supressed by KSHV-GPCR and that additional oncogenic

events are necessary in order to fully transfonn human primary endothelial cells. Further

research will determine wether other KSHV's oncogenes can cooperate oncogenicaly with

KSHV-GPCR.

KDR/VEGFR-Z and Tie-2 are endothelial specific tyrosine kinase receptors that play key

roles in vascular biology. These two receptors regulate cell survival and proliferation of

endothelial cells during angiogenesis, as a consequence of this they appear to be

mínimally expressed in quiescent endothelium in vivo, and they are down regulated after a

few passages, in vitro, of primary endothelial cells. Surprisingly KDR and Tie-2 are

overexpressed in long term cultures of Ecs-KSGPCR. Altough in this work we show that

the sustained expression of those receptors is functional, further experiments are required

to determine if they play any rol in the inmortalization process.

We conclude that KSHV-GPCR is a viral oncogene that can exploit cell signaling

pathways to induce oncogenesis and angiogenesis in KSHV-mediated oncogenesis.
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l) Introducción al sarcoma de Kaposi:

Esta enfermedad fue descripta por primera vez en el año 1872 por un dermatólogo

húngaro llamado Moriz Kaposi (Kaposi M, 1872). Clínicamente se presenta como

manchas rojo-purpúreas diseminadas en la piel (ver figura l) que se caracterizan por la

intensa neovasculatura (o angiogénesis) que también afecta los ganglios linfáticos y en

los casos mas avanzados las vísceras. Básicamente el sarcoma de Kaposi puede definirse

como un tumor vascular.

Antes de la epidemia de SIDA se consideraba al sarcoma de Kaposi como una

enfermedad poco frecuente y relativamente indolente que afectaba principalmente a

ancianos de origen mediterráneo y era endémico en África ecuatorial, concomitantemente

con la epidemia de VIH comenzó a verse con frecuencia una forma sumamente agresiva

de esta enfermedad en pacientes jóvenes con SIDA (SIDA-SK). Actualmente el sarcoma

de Kaposi es el cancer de mayor prevalencia en pacientes con SIDA.

1.1) Análisis histológico de las lesiones de sarcoma de Kaposi

I-listológicamente las lesiones de Sarcoma de Kaposi son complejas, pero presentan

carateristicas sumamente definidas en cada uno los diferentes estadios de esta

enfermedad:

i) Estadio de Parche (Patch stage):

En las lesiones tempranas, que normalmente aparecen en la piel, se evidencia una

colección de pequeños espacios irregulares revestidos por células endoteliales que

recubren los vasos démiicos normales y en los que en general se observa un infiltrado

inflamatorio de linfocitos.



Fig 1: Lesiones avanzadas en las piernas de en un paciente con
Sarcoma de Kapósi Cla'sico. Entre losdedosdelpiederechopuedenobservarse
también las típicas lesiones rojo-purpuras características de un estadío menos avanzado
de esta enfermedad.

Pig. 2: Corte histológico de una lesión de SK en estadío nodular. Enla
foto de la izquierda pueden verse numerosas células ahusadas, espacios vasculares y
extravasamiento de eritrocitos. En lafoto de la derecha la derecha se observa una típica
ahusada de SK (flecha) teñida (en violeta) con un anticuerpo contra Vacular Endothelial
Growth Factor (VEGF) ‘
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ii) Estadio de placa (plaque stage):

Al estadío de parche le sigue el de placa que se caracteriza por la expansión de células

ahusadas en un proceso de invasión vascular hacia la dermis. Estas células ahusadas

forman canales vasculares en forma de hendiduras que contienen eritrocitos (estadío de

placa).

iii) Estadio nodular (nodular stage):

En este estadío final las lesiones de sarcoma de Kaposi estan cubiertas por capas,

sumamente vascularizadas de células ahusadas, algunas de las cuales se encuentran

realizando mitosis ( figura 2 se puede ver y un detalle de los tres estadios en la figura l l).

En síntesis tres de las principales características histopatológicas de esta enfermedad son

las siguientes:

° Angiogénesis(formacióndenuevosïï. ' i deotros7
preexistentes) ' "v ‘

° lnfiltradoinflamatorio. l, .l 1‘°“mmm"°“¿'“h’ :_

1.2) Histogénesis del Sarcoma de Kaposi

Como las células ahusadas (fig. 2) son el principal tipo celular presente en las lesiones

avanzadas de SK se piensa que son el componente neoplásico de estas lesiones. A pesar

de que generalmente se asume que estas células son de origen endotelial existe cierta

controversia sobre su histogénesis, si bien la mayoría de estas células son positivas para

marcadores endoteliales (factor VIII+ y CD34+) algunas de ellas expresan marcadores de

células de musculo liso, macrófagos o de células dendríticas (Nickoloff y Griffiths 1989,

Sturzl et al 1992). Algunas células ahusadas expresan simultáneamente marcadores

antigénicos característicos de distintos tipos celulares sugiriendo que las células ahusadas
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presentes en el SK podrían derivarse de un precursor mesenquimático totipotente o

alternativamente podrían derivarse de un precursor mesenquimático que haya sufrido un

proceso de diferenciación desregulado. De hecho se han aislado y cultivado in vitro

células circulantes ahusadas de SK provenientes de pacientes de SIDA-SK y de

individuos VIH positivos que posteriormente desarrollaron el SK. (Browning et al. 1994).

Estas células circulantes tienen fenotipo adherente y expresan simultáneamente

marcadores de macrófagos y de celulas endoteliales (Siriani et al. 1997) y han dado lugar

a la llamada hipótesis del precursor circulante de SK.

1.3) Origen neoplásico vs origen reactivo de las lesiones de SK.

Es todavía controversial si la naturaleza de las lesiones de sarcoma de Kaposi es

neoplásica o si las lesiones son consecuencia de una hiperplasia reactiva.

Al principio de la enfermedad (en el estadío de parche) las “células tumorales” (las

células ahusadas) forman una parte minoritaria del componente celular de las lesiones

siendo la mayoría de las células de origen inflamatorio, además el hecho de que se

presente clínicamente como múltiples lesiones en la piel con una distribución definida y

de que frecuentemente se observan remisiones espontaneas favorecen la idea de que el

SK sea una enfermedad reactiva y no un tumor neoplásico.

Cuando se cultivan células provenientes de lesiones de SK casi siempre presentan un

cariotípo diploide normal y solamente crecen por unos pocos pasajes in vitro . Solo se

han podido establecer tres líneas celulares con características verdaderamente neoplásicas

y todas ellas provienen de pacientes con lesiones de SK muy avanzadas (Siegal 1990,

Lunardi-Iskandar 1998, Albini l997 ).

La hipótesis neoplásica predice un on'gen clonal de las “células tumorales” mientras que

la hipótesis reactiva predice un origen policlonal de las lesiones. Estudios preliminares en

pacientes femeninos utilizando la inactivación del cromosoma X corno marcador de

clonalidad muestran que probablemente en estadios avanzados las lesiones de SK pueden

ser de origen clonal (Rabkin et al. 1995, 1997).
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Un posible escenario de patogénesis es que en el SK temprano (estadío de parche) la

proliferación de células endoteliales o de precursores endoteliales (ej. angioblastos) sea

policlonal (reactiva) y que se deba a la prominente respuesta inflamatoria y angiogénica

(Risau et al., 1997) mientras que las lesiones avanzadas pueden evolucionar como una

enfermedad realmente clonal (neoplástica) con metástasis de células ahusadas

clonalmente derivadas diseminadas en distintas partes del cuerpo. Este modelo es

comparable a la linfo-proliferación policlonal observada en individuos inmunodeficientes

infectados con Epstein Bar Virus (EBV) que posteriormente puede progresar hacia un

linfoma clonal de células B.

Una hipótesis alternativa es que el SK empiece siempre como una neoplasia y que la

célula neoplásica sea rara y morfológicamente indistinguible de las otras células

ahusadas, los leucocitos, células ahusadas y endoteliales presentes en la lesión

probablemente representen en este caso una hiperplasia reactiva en respuesta a factores

secretados por las células neoplásicas minoritarias. Este modelo sería de algun modo

análogo a la enfermedad de Hodgkin con la diferencia de que en Hodgkin la células

neoplásicas minoritarias (Reed Steemberg) son gigantes y fácilmente identificables.

1.4) Rol de las citoquinas inflamatorias en la hiperplasia reactiva del

SK.

Cuando se inyectan células provenientes de lesiones de SK en ratones inmunodeficientes

estos animales desarrollan tumores benignos transientes ( que duran unos diez días) y que

contienen células del ratón ( Salahuddin 1998 ) indicando que las células humanas

xenotransplantadas no pueden crecer indefinidamente, pero proveen factores de

crecimiento que permiten el desarrollo de tumores transientes en el ratón. Un fenómeno

similar con lesiones muy parecidas a las de SK puede ser producido por ciertas

combinaciones de citoquinas inflamatorias (Samaniego 1995,1997, Nair 1992).



ln vitro las células endoteliales responden a varias de estas citoquinas proliferando y

adquiriendo un fenotipo ahusado. A su vez tanto in vitro como in vivo las células de SK

producen altos niveles de citoquinas como Interleuquina 6 (IL-6), basic Fibroblast

Growth Factor (bFGF),Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Tumor Necrosis

alpha (TNF-a), Oncostatina M (Ono-M) e Interferon gamma (IFN-y) (Ensoli et al. 1989,

1994; Miles et al. l990;Naír et al. 1992; Salahuddin et al. 1998; Samaniego et al. 1995).

En particular se ha demostrado que VEGF, IL-6, bFGF, e IFN-y son angiogénícas in vitro

y en algunos ensayos in vivo.

En síntesis varios experimentos sugieren que la hístogénesis de las células ahusadas de

SK puede recapitularse (al menos parcialmente) cuando se tratan células endoteliales con

citoquinas inflamatorias y ciertos factores angiogénicos que se encuentran presentes

localmente en altas concentraciones en las lesiones de SK. Dada la naturaleza del SK se

ha sugerido que estas lesiones son impulsadas y mantenidas por estas citoquinas.

1.5) Clasificación epidemiológica del Sarcoma de Kaposi.

Segun los grupos de riesgo y prevalencia el Sarcoma de Kaposi (SK) puede clasificarse

del siguiente modo:

° Sarcoma de Kaposi clásico: Forma poco agresiva e infrecuente de la enfermedad

que afecta mayormente a judios ancianos de origen mediterráneo (Safai et. Al. 1984 y

Ziegler et. al 1984).

° Sarcoma de Kaposi endémica: Aparece exclusivamente en poblaciones del áfrica

ecuatorial. (Oettle, 1962). Esta forma se encuentra presente en individuos jóvenes y

ancianos.
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° Sarcoma de Kaposi post-transplante o iatrogénico (Franceschi and Geddes, 1995).

Se presenta en pacientes que han recibido tratamiento inmunosupresivo.

° Sarcoma de Kaposi asociado al Sindrome de Inmuno Deficiencia Adguirida

(SIDA): ( Safai 1985). Es el mas frecuente tumor asociado al SIDA. Es la forma mas

común y agresiva de Sarcoma de Kaposi se manifiesta como una enfermedad

fulminante que empieza con unas pocas lesiones en la piel, pero sin tratamiento

generalmente evoluciona diseminándose y afectando varios órganos, incluyendo

pulmones, hígado intestino y vaso.

1.6) Sarcoma de Kaposi asociado al SIDA:

En los años ’80 comenzó a empezar a observarse frecuentemente en pacientes jóvenes

homosexuales masculinos una forma agresiva de SK. Con el posterior descubrimiento del

Síndrome de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA) y del Virus de Inmunodeficiencia

Humana (VIH) se verificó que en todos los casos reportados hasta entonces estos

“inusuales” pacientes con SK sufrían de SIDA y que las chances de contraer SK eran

100.000 veces mayores en el grupo de riesgo (VIH positivos) que en el resto de la

población general (Beral 1991). Por ello se invocó al SIDA como la causa primaria de

esta enfermedad. Sin embargo esta hipótesis no daba cuenta del hecho de que la

incidencia de SK en pacientes homosexuales masculinos fuera 20 veces mayor que en

cualquier otro grupo de pacientes con SIDA. Como consecuencia de ello, para explicar la

altísima prevalencia de esta enfermedad en hombres homosexuales con SIDA era

necesario invocar la presencia de un co-factor desconocido sexualmente transmitido que

hiciera que la incidencia del sarcoma de Kaposi fuera coherente con los datos

epidemiológicos.
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1.7) En busca del co-factor etiológico desconocido:

Durante muchos años se había sospechado de una etiología viral para esta enfermedad

(Oettle 1962). En 1972 partículas de tipo herpesvíral fueron detectadas en lesiones de SK,

pero se atribuyeron erróneamente a el citomegalovirus (CMV) (Giraldo et al. 1972,

1995).Varios virus se han encontrado presentes en estas lesiones, sin embargo ninguno de

ellos se encuentra consistentemente en las lesiones (Monini 1996, Rappersberget al.

1996, Huang et al. 1992).

En 198] como consecuencia del surgimiento del SIDA-SK la hipótesis del factor

infeccioso cobro nuevo vigor.

En 1994 un grupo liderado por Yuang Chang (Chang 1994) en la Universidad de

Columbia realizó un análisis de representación diferencial (Representational Diferential

Analisis o RDA) substrayendo el ADN de zonas no afectadas al ADN de las lesiones de

SK. Las secuencias de ADN sustraido diferencialmente por esta técnica fueron

secuenciadas y el resultado fue impactante por que las secuencias que encontraron tenían

altísima homología con Epstein Bar Virus (EBV) y Herpes Virus Saimiri (HVS), dos

gamaherpes virus oncogénicos. En el mismo trabajo decidió bautizarse el supuesto nuevo

virus como Herpes Virus asociado al Sarcoma de Kaposi (Kaposi’s Sarcoma associated

Herpesvirus o KSHV)

Estudios preliminares utilizando PCR demostraron que secuencias pertenecientes a este

virus se hallaban presentes en prácticamente todas las lesiones de las 4 diferentes formas

epidemiológicas de sarcoma de Kaposi.
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2) Herpes Virus asociado al Sarcoma de

Kaposi (KSHV) o Herpes Virus Humano-8

(HVH-8) .

En 1996 se terminó de secuenciar la totalidad ( l4OKb) del genóma del KSHV (Figura 7,

Russo 1996). Como se había predicho KSHV pertenecía a la familia de y Herpes Virus

(genero radinovirus) que son virus linfotrópicos oncogénicos (para mas detalles ver

secciones 2.03 y 2.04) .

Nuestro laboratorio fue el primero en demostrar que estas secuencias herpesvírales eran

capaces de encapsidarse formando partículas virales infectivas (ver figs. 3 y 4, Mesri

1995). La microscopía electrónica de las partículas virales ha demostrado que los

vibriones de KSHV poseen la clásica arquitectura herpesvíral. (sección 2.01, fig 3, Mesri

1995, Renne 1996)

2.0) Introducción a los Herpesvirus:

2.01) Descripción:

La pertenencia a esta familia viral está determinada básicamente por la arquitectura del

vibríon y la secuencia genomíca( "Fields Virology", 1996, capítulo 7] y Chee M., 1990)

Un herpesvirus típico posee una zona central en donde se localiza el genoma compuesto

por ADN lineal doble cadena que está recubierto por una capside icosadeltahedrica (de

unos l lOnm) hueca en el centro y compuesta por 162 capsómeros). Usualmente un

material amorfo y asimétrico llamado tegumento recubre la capside. La parte mas externa
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Figura 3: Micrografía electrónica de KSHV: En lafotografíapuedeobservarse
que KSHVposee la estructura viral característica de los Herpesvírus (foto tomada de
Renne et al. 1996)

CBMC Total CD19+ CD19- Tom CD19+ c019­
* I I I fi I 1UV - + - + - + - + - + - +

' . A-KSHV
M123456789 123456789

Figura 4: KSHV infecta células CD19+ (células B): Sobrenadantes
conteniendo partículas de KSHVfueron utilizados para infectar CMBC o células CD]9+
aisladas (extraído de Mesrí et al. 1995) Lane 1, P3H-R1Cells (Negativecontrol);lane 2, Genereleaser;
lane 3, BC-l cells (positive control); lanes 4 and 5, total CBMC; lanes 6 and 7, CD19+ cells; lanes 8 and 9, B-cell
depleted CBMCs; lanes 4, 6 and 8, active virus; lanes 6, 7 and 9, virus irradiated with UV. The left panel shows the
analysis of the PCR products on an agarose gel, the right panel shows the result of the Southern blot of the same gel
hybridized with the KSHV-DNA internal probe(Cesarrnan et al., l995a; Cesarman et al., l995b; Chang et al, 1994) , in
all the cases the PCR was positive for p53 (not shown).
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del vibrion es la envoltura que contiene las espigas de glicoproteínas virales en su

superficie (fig. 3).

Si bien el ADN es mantenido en forma lineal dentro del vibrion, se circulariza (forma un

episoma) inmediatamente después de liberarse de su capside al entrar al núcleo de la

célula infectada donde puede replicarse sincrónicamente con la célula y permanecer en

forma latente (episomal) o entrar en fase lítica (multiplicación viral) para lo cual el ADN

se líneariza y se replica por el mecanismo de circulo rodante.

2.02) Caracteristicas generales de los Herpesvirus:

i)Todos los herpesvirus poseen un gran número de enzimas involucradas en el

metabolismo de ácidos nucleicos (timidina quinasa, dUTPasa, ribonucleotido reductasa

etc.), síntesis de ADN (polimerasas, helicasas, primasas) y enzimas involucradas en el

procesamiento de proteínas (por ej. Quinasas de proteínas), (figura 7)

ii)La síntesis de ADN y el ensamblaje de las capsides ocurre en el núcleo.

¡ii)La producción de progenie infectiva invariablemente destruye a la célula infectada.

iv)Todos los herpesvirus conocidos son capaces de mantenerse en estado de latencia

dentro de sus huéspedes naturales. En el estado de latencia el genoma viral se mantiene

episomalmente y se transcribe solamente un mínimo número de genes necesarios para la

persistencia y propagación del genoma episomal en las células infectadas de modo que

son virtualmente invisibles para el sistema inmune.

Por otro lado los herpesvirus divergen notablemente en cuanto a su biología. Algunos de

ellos tienen un amplio rango de huéspedes, se multiplican eficientemente y rápidamente

destruyen a las células que infectan (ej. HVS-l y 2). Otros infectan especificamente

determinados tipos celulares (ej. EBV y HHV-ó) o se multiplican muy lentamente

(HCMV). A pesar de que todos los herpesvirus pueden mantenerse latentes en un subset

especifico de células, el tipo celular en el que pueden mantenerse en estado latente varía

de un herpesvirus a otro (por ej HVS en neuronas y EBV en linfocitos). La

heterogeneidad de las manifestaciones clínicas de las enfermedades que producen es un

reflejo de la diversidad en las estrategias replicativas y adaptativas previamente

mencionada.
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2.03)Gamaherpesvirus:

Una particularidad de los miembros de esta subfamilia es que el rango de huesped es que

son linfotrópicos y “especie específicos” (solamente infectan las células de sus

huespedes naturales o de especies muy relacionadas). Infectan e In vitro se replican en

células linfoblastoides. En general en los tejidos linfoides estos virus se encuentran en

estado de latencia y lítico en fibroblastos y/o tejidos epiteliales. Esta subfamilia contiene

dos géneros:

i)linfocriptovirus (ej. EBV): Se encuentran unicamente presentes en primates del viejo

mundo y tienen en común una alta homología de secuencia y una estructura

oraganizacional y orden de los genes dentro del genóma conservada.

ii)Radinovirus: KSl-IVes el primer ejemplo descripto de un radinovirus humano (Chang

1994) Los miembros de este grupo de Herpesvirus poseen una estructura genómica

común que consiste en un segmento central de ADN con bajo contenido de GC (ADN-L)

flanqueado por secuencias GC multirrepetitivas (AND-H) que confieren a estos genomas

la caracteristica fisica a la que su nombre hace referencia (radino = frágil). Una

característica virulenta de los radinovirus animales es que cuando estos virus infectan

especies relacionadas pero distintas a su huesped “natur ” producen enfermedades

linfoides fulminantes.
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2.04) Radinovirus y cancer

Otra caracteristica común a los radinovirus animales descriptos hasta la actualidad es su

epidemiología. Son sumamente frecuentes en sus huespedes naturales (>50%) donde la

infección no se asocia a ninguna enfermedad aparente, pero como se ha mencionado

previamente, la infección en especies cercanamente relacionadas causa enfermedades

linfoproliferativas fulminantes. Un ejemplo clásico es el del Herpes Virus Saimiri (que es

sumamente homólogo a KSHV) para el que no hay ninguna evidencia de patogenia en su

huesped natural ( el mono ardilla), sin embargo cuando infecta especies relacionadas

(pequeños monos comunes y algunos otros pn'mates del nuevo mundo) produce linfomas

policlonales de células T.

A pesar de que se sospecha de que KSHV es el agente causal de tumores en su huesped

natural (los humanos) no necesariamente tiene que ser una excepción a esta regla.

La incidencia (cantidad de individuos sintomáticos) de SK es tan baja comparada a la

prevalencia (cantidad de individuos infectados) de KSl-IVen la población (sección 2.2)

que posiblemente esta asociación puede haber pasado desapercibida en modelos

animales. Un claro ejemplo de ello es EBV (que es el herpesvirus humano conocido mas

homologo a KSHV) que claramente está asociado con mononucleosis infecciosa y con

varios tipos de cancer en humanos, a pesar de ello la infección primaria con EBV es

asintomática( a pesar de que la mayor parte de la población humana adulta está infectada

con este virus) y no presenta sintomas clínicos a menos que otros co-factores como la

inmunosupresión o la infección tardía disturben el delicado equilibrio entre el virus y el

huesped (que han co-evolucionado durante largos períodos de tiempo). La infección de

otras especies diferentes a los huespedes naturales es posiblemente un ejemplo de un

“accidente” asociado con el incremento de la tumorigenicidad.

De este modo la falta de evidencia de procesos oncogénicos por radinovirus animales en

sus huespedes naturales y el hecho de que la infección de especies relacionadas cause

síndromes linfoproliferativos puede interpretarse como una clave que indicaría el

potencial patoge’nicode estos virus en sus huespedes naturales bajo esporádicas, pero

determinadas circunstancias (Neipel F., 1998).
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2.1) KSHV y linfoproliferación:

2.11) Linfomas de efución primaria (Primary effusion lymphomas o PELs)

Dos diferentes grupos reconocieron por primera vez los aspectos únicos de ciertos

linfomas presentes en pacientes con SIDA y definieron las PELs (Knowles et al., 1989;

Walts et al., 1990)

Las células de los linfomas en estos casos son negativas para la mayoría de los antígenos

asociados a linajes celulares, (Otra evidencia que señala una posible diferenciación

anormal de un progenitor hematopoiético) a pesar de ello se hallaron rearreglos genéticos

en los genes de inmunoglobulínas indicando que se trataba de células B de origen clonal.

Posteriormente se demostró otra singularidad de estos linfomas que es una alta

prevalencia de EBV en ausencia de rearreglos en el gen de c-myc (que es una de las

características definitorias de los linfomas de Burkitt asociados a EBV). (Karcher et al.

1992) estos mismos autores también notaron una tendencia de la enfermedad a quedar

contenida en las cavidades corporales (predominantemente en cavidades pleurales,

perítoneales y pericardicas) y no diseminarse. Cesarman et. al. ( 1995a) demostraron que

KSHV se asociaba especificamente con las PELs y no con otro linfomas asociados al

SIDA (figura 5).

Las PELs tienen una epidemiología sorprendentemente similar a la del SIDA-SK dado

que ocurren predominantemente en individuos VIH positivos con avanzados niveles de

inmunosupresión (Komanduri et al. 1995), pero también se observan esporádicamente en

individuos VIH negativos ( Komanduri et al. 1995; Strauchen et al. 1997; Said et al 1996)

Además, al igual que el SK, tiene una notable incidencia en pacientes masculinos

homosexuales, pero no se observa en otros grupos de de riesgo VIH positivos. (Jaffe et al.

1996, Nador et. al l996).
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Todas las PELs que no tienen rearreglos en c-myc contienen KSHV (Nador et al. 1996)

Por otro lado la mayoría, pero no todas las PELs están co-infectadas con EBV (Ansari et

al. 1996, Cesannan et al. l995a,b, Otsuki et al. 1996) sugiriendo que ambos virus coperan

en la transformación neoplástíca. En el caso de EBV se ha demostrado el origen clonal

del virus en las PELs ( Cesannan et al. l996b, Nador et al 1996). Las células de las PELs

no presentan los defectos moleculares consistentemente asociados con neoplasias de

células B maduras como ser la activación de los oncogenes Bcl-2, N-ras, K-ras y

mutaciones en p53 (Carbone et al., 1996; Nador et al. 1995).

La presencia de KSHV en este subset de linfomas a permitido el desarrollo de lineas

celulares que han servido para propagar el virus y para desarrollar anticuerpos que

reconozcan las proteinas virales para los ensayos serológicos.

Virus purificados a partir de estas lineas celulares han servido para demostrar la

capacidad de las secuencias herpesvirales de KSHV para encapsidarse e infectar células

B y endoteliales (Mesri et al. 1995, Fiore et al 1998).

2.12) Enfermedad de Castleman

La enfermedad de Castleman es una enfermedad usualmente policlonal, de baja

incidencia y etiología desconocida (Castleman et al. 1956). En particular la enfermedad

de Castleman multicentrica (MCD) se presenta como una linfoadenopatía generalizada

con anormalidades inmunológicas. Remarcablemente los pacientes con MCD tienen altas

chances de desarrollar SK y linfomas de células B. (Peterson et al. 1993)

KSHV está presente en prácticamente el 100% en las biopsias de individuos VII-I

positivos con MCD. ( figura 6, Soulier et al. 1995; Dupín et al. ¡995; Gessain et al. 1996

), sin embargo en los casos de MCD en individuos VIH negativos KSI-IVestá presente

unicamente en el 40% de los casos.

Previamente se había hipotetizado que un virus podría actuar como cofactor de el MCD

probablemente a través de la producción de citoquinas (Peterson et al l995).Existe una

abrumadora evidencia experimental que señala un rol fundamental para lL-6 en el

desarrollo del MCD, notablemente KSHV codifica para un homologo de lL-6 (vlL-ó).



Figura 5: KSHVse halla presente en los linfomas de efusión primaria.
A)Las células anaplásticas de gran tamaño que se observan en esta biopsia de nódulo
linfático están característicamente presentes en los linfomas de efusiónprimaria.
B)Estas células neoplásticas expresan CD30 (un marcador de activación) y también son
positivas (C)para antígenos de KSHV/HHV-8(en este caso LNA-I, que es una proteína
latente). (D) la co-tinción confirma que CD30 ( rojo, membrana plasmática) y LNA­
I (púrpura y nuclear) colocalizan en las células neoplásticas.
Extraído de Dupín N., 1999

Figura 6: Expresión de CD23, CD79a-cyy LNA-I (de KSHV) en la
biopsia de un paciente con MCD.
A) Folículo teñido con H/E, B) tinción con LNA-I (rojo) mostrando que varias de
las células dela zona del manto están infectadas por KSHV,c) La co-tinción CD23
(membranaplasmática, púrpura oscuro) y LNA-I confirma que las células
infectadas por KSHVno expresan CD23 (otro marcador de activación).D) co­
tinción con anticuerpos anti LNA-I (azul, nuclear) y CD79a-cy muestran que las
células infectadas por KSHVson negativas para CD79 (un marcador de células B).
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2.2) Análisis de la secuencia de KSHV

Hasta la fecha se han descripto mas de 80 marcos de lectura abiertos para este virus

(figura 7), que se los ha nombrado de acuerdo a su homología con genes presentes en

HVS. Los genes no homologos de KSHV se han designado con una K (Kl-KIS)

La adquisición de genes del genoma del huesped es un razgo común de los herpesvirus en

general (Murphy 1997, McGeoch y Davison 1995) y de los radinovirus en particular. Sin

embargo el número de genes homologos humanos transducido al genóma de KSHV no

tiene presedentes entre los virus conocidos. Hasta la actualidad se han descripto 14

marcos de lectura abiertos en el genoma de KSHV que tienen contrapartes celulares

(figura 7 y 8).

Los genes responsables de los aspectos centrales de la replicación y de la estructura del

vibrion se encuentran conservados entre todos los herpesvirus y probablemente ya

formaran parte del antecesor común de los herpesvirus contemporáneos, mientras que la

adquisición de homologos a genes celulares u otros elementos genéticos son

posiblemente eventos mas recientes y en general cumplen funciones adaptativas para la

permanencia de un virus particular en un tipo celular y en microambientes determinados

(Figura 8 y McGeoch y Davison 1995). De este modo, se piensa que la mayoría de los

genes “pirateados” no son escenciales para la replicación del virus en cultivo, si no que

mas bien cumplen funciones adaptativas en los habitats “naturales” del virus relacionadas

con el ciclo viral.

A pesar de que diferentes radinovirus adquirieron distintos genes celulares se piensa que

funcionalmente convergen para :

° Incrementar la replicación viral e independizarla del ciclo celular.

' Expandir la subpoblación de células infectables.

° Contra atacar los mecanismos de respuesta del huesped contra la infección

viral..
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El incremento de la replicación viral con indepencencia del estadío del ciclo celular está

mediada básicamente por las enzimas del metabolismo de nucléotidos previamente

mencionadas y conservadas entre los herpesvirus. Sin embargo KSHV también codifica

para homólogos a ciclina D (Cesarman et al. l996b, Chang et al. 1996, Li et al 1997)

Interleuquina-ó (IL-6) ( Moore et al. 1996 y Neipel et al. 1997a) y para un homólogo del

receptor de Interleuquina 8 (Cesarman et al. l996b, Arvanitakis et al 1997) que podrían

incrementar la proliferación celular y expandir de este modo la subpoblación de células

infectables (figura 8). Las tres MIPs (Macrophage inflammatory proteins) codificadas en

este virus (Boshoff et al. 1997) también podrian cumplir un rol similar al atraer células

suceptibles a ser infectadas e inducir la angiogenesis (figura 8 y modelo de la figural4).

La apoptosis es una típica respuesta de la célula huesped a la infección viral, en este

sentido KSHV codifica para un homólogo de bel-2 (vbcl-2) y otro de Flip (vFLIP) que

inhiben la apoptosis por dos diferentes mecanismos (Figura 8 y Cheng EH 1997, Sarid R

1997, Thome M 1997) y podrían extender la vida de las células ínfectadas.También

codifica para un homólogo del factor de respuesta a Interferon (v-IFN) que puede

bloquear la supresión mediada por interferón y también mimificar el efecto proliferativo

del hIRF-Z (Taniguchi et al. 1995).

A Pesar de que usualmente la función de estos genes virales está relacionada con el ciclo

viral y no con la transformación neoplástica, KSHV (al igual que otros radinovirus) tiene

genes que “accidentalmente” podrian contribuir al desarrollo de tumores. Ejemplo de

tales “accidentes” son la infección por radinovirus de huespedes “no naturales”,

infecciones tardías , la infección de huespedes inmunodeprimidos y las infecciones no

productivas o ciclos líticos abortivos.

Los datos provenientes del análisis de la secuencia del genoma de KSHV son sumamente

provocativos dado que este virus codifica para potenciales oncogenes, homólogos a

citoquinas inflamatorias, moléculas angiogénicas candidatas y proteínas antiapoptóticas

que podrían explicar la patogenia y la histogénesis del SK. Es por ello rápidamente

empezó a generalizarse la idea de que el KSHV era un excelente candidato para ser el c0­

factor etiológico que se había estado buscando pero para para ello había que demostrar

primero la que la prevalencia de este virus era coherente con la epidemiología del

Sarcoma de Kaposi.
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Figura 7: Representación gráfica de los marcos de lectura abiertos
codificados en el geno’ma de KSHV/HHV-8 (Russoet al. 1996).
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Figura 8: Representación simplificada del geno’made KSHVque muestra la
‘áocalízación de los genes de este virus que codifican para proteínas con
homología a proteínas regulatorias celulares: Notesequetodoslosgenesde
KSHVque codificanpara proteínas con contrapartes celulares están agrupadas dentro
de los bloques degenes no conservados entre herpesvírus Moore P. y Chang M).
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Fígura 7:Representacióngráfica delos marcos de lectura abiertos codificados en el
geno'ma de KSHV/ÏIHV-S (Russoetal. 1996).
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Figura 8: Representación simplificada delgeno’madeKSHVque muestra la localización
de losgenes de este virus que codifica»para proteínas con homología a proteínas
regulatorias celulares: Noteseque todos losgenes de KSHVque codificanpara proteinas con
contrapartes celulares están agrupadas dentro de los bloques de genes no conservados entre herpesvirus
(Moore P. y Chang M).
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2.2) Prevalencia del KSHV, incidencia del Sarcoma de Kaposi y consideraciones

epidemiológicas:

Ï>|Ñ

La primera indicación de que KSHV está involucrado en la patogénesis de 148fue la

detección de secuencias de KSHV (por PCR) en las cuatro distintas formas

epidemiológicas de SK en todas las biopsias fi'escas testeadas ( figura 9, Boshoff et al

1995, Moore and Chang 1995, Schalling et al 1995, Dupin et al l995b). En estos

pacientes KSHV es raramente detectado fuera de las lesiones de SK (excepto en la

sangre) indicando que la carga viral es máxima las zonas de las lesiones y en la sangre.

Una interpretación no causal alternativa para estas observaciones es que el medio rico en

citoquinas de las lesiones de SK podría aumentar la eficiencia de replicación viral de

KSHV o del tipo celular que hospeda a KSHV seleccionando positivamente la presencia

de este virus en las lesiones. Si esto fuera cierto KSHV sería solamente un “pasajero” en

las lesiones y no la causa de estas.Sin embargo KSHV no está presente en otros tumores

vasculares como angíomas y angiosarcomas y es solamente raramente detectable en otras

formas de tumores de piel como carcinomas escamosos y melanomas en pacientes

inmunosuprimidos (Adams et al 1995, Boshoff et al 1996, Uthman et al 1996)

Para que KSHV pueda estar causalmente relacionado con el Sarcoma de Kaposi ( y las

otras enfermedades en donde esta presente) la infeccion tiene que preceder a la

manifestacion de la enfermedad. Este es considerado un requerimiento absoluto de

causalidad.

En este sentido tanto seroconversion (medida con anticuerpos contra proteinas

codificadas por KSHV) como estudios basados en la identificación de secuencias de

KSHV (por PCR) demuestran que los pacientes han sido infectados con el virus antes de

que la enfermedad se manifieste, además los títulos de KSHV tienen valor pronóstico

sobre la probabilidad de desarrollar esta patología. (figuraémoore et al l996b, Whitby

et al, 1995). l D
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Figura 9: KSHVse encuentra presente en prácticamente todas las biopsias
provenientes depacientes con las cuatro formas epidemiológicas del
sarcoma de Kaposi
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Figura 10: Ia presencia de KSHVtiene valorpronóstico sobre el
subsecuente desarrollo de sarcoma de Kaposi. Lacurvade Kaplan-Meyermuestra
que en el grupo de riesgo estudiado (Hombres homosexuales H1Vpositivos) la presencia
del virus (detectada por PCR)en células mononuclearesperifericas aisladas de la sangre
(PMBCs) predice la probabilidad de que estos individuos desarrollen el sarcoma de
Kaposi.Conpuntos negros se indica Iaproporción depacientes cuya sangre periférica fue
positiva para KSHV,lospuntos blancos indican laproporción depacientes negativospara
el virus.(extraido de Whitby et al. 1995)
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La estrecha asociación ente la infección por el KSHV con el desarrollo de SK es

ciertamente consistente con un importante rol etiológico de este virus, pero es obvio

también que no es muy eficiente como agente patogénico.

La incidencia del KSHV en la población general permanece de algun modo contoversial,

pero esta establecido que los patrones geográficos de infección son coincidentes con la

incidencia de SK previa a la epidemia de SIDA. Los resultados más recientes sugieren

que la prevalencia del KSHV estaría entre el 2 %y el 7% en EEUU (Simpson GR et al.,

1996, Gao SJ et al. 1996, Gallo review). Estos porcentajes son claramente mucho

mayores que el riesgo de contraer SK. La incidencia de la infección es mucho mayor en

Italia, donde el SK clásico es mas prevalente, además la incidencia de SK en distintas

partes de italia es proporcional a la prevalencia de KSI-IV(Gao SJ et al 1996, Whitby D

et al 1998, Gallo review).

KSHV se encuentra presente en mas del 60% de la población en ciertas partes de Africa

(Ariyoshi et al 1998, Gao SJ et al 1996, Mayama S et al. 1998 Gallo review) en donde el

SK era endémico aun antes de la epidemia de SIDA.

En resumen la evidencia seroepidemiológica sugiere que la infección con el KSI-IVes un

factor etiológico que juega un rol necesario (impresindible), pero muy poco eficiente, en

el desarrollo del SK. Es claro también que el desarrollo del SK requiere otros factores, en

el caso del SK asociado al SIDA es claro que el cofactor es el VIH, los co-factores

involucrados en las otras fonnas de SK actualmente se desconocen.

Estas observaciones subrayan la naturaleza multifactorial del SK en particular y de las

enfermedades infecciosas en general. Con la “posible excepción” de la rabia y del VIH

no se conoce ninguna enfermedad infecciosa causada por un único agente que no

dependa de la contribución de factores particulares ambientales o del huesped. (sección

3.0 l, review Moore and Chang 1998). De este modo la infección asintomática es la

nonna para la mayoría de los agentes infecciosos por lo que cabe esperar

(coherentemente con los datos epidemiológicos) que solo un porcentaje minoritario de las

personas infectadas con KSHV desarrolle el SK. (ver sección 3.01 de patologenia viral y

gráfico lO).
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2.3) Distribución de KSHV en las lesiones de SK

La presencia de KSHV en las lesiones de SK se has caracterizado mayormente utilizando

técnicas de “in situ hybridization” e inmunohistoquímica. De este modo se a demostrado

la presencia de este virus en la mayoría de las células “tumorales”ahusadas del SK y en

células endoteliales (3 y 8) y también que la mayor parte de las células en las lesiones

estan latentemente infectadas (6 y 9), aunque un porcentaje de estas células (5-10%) estan

liticamente infectadas (6, lO, l 1,12).

Utilizando anticuerpos contra una proteína latente de KSHV (LNA-l) se ha demostrado

que el virus está presente en menos del 10% de las células ahusadas en las lesiones

tempranas, pero que en el estadío nodular se encuentra presente en el 90% de estas

células y de los vasos en forma de hendidura presentes en las lesiones (figura 9).Estos

datos son coherentes con la idea de que al menos en los estadios iniciales el SK es

reactivo (ver modelo figura 12).

KSHV (LNA- l) correlaciona con la presencia de VEGFR-3 un marcador de precursores

endoteliales y endotelio linfático en lesiones tempranas y tardías sugiriendo que o bien

que KSHV infecta precursores endoteliales o células endoteliales linfáticas que luego

derivaran en células ahusadas o la hipótesis menos probable de que KSHV regule la

expresión de VEGFR-3.(Dupin N 1999, PNAS Boshofl).

2.4) Transmisión del KSHV:

La transmisión sexual juega un rol importante en la transmisión del KSHV entre

hombres homosexuales en los países occidentales, entre los cuales el KSHV es mas

prevalente que entre cualquier otro grupo de riesgo para el VII-I.Entre el 20% y el 40%

de los hombres homosexuales en Dinamarca, EEUU, reino Unido y Holanda son

seropositivos para antígenos del KSHV. Seropositividad y en algunos casos

seroconversión estan asociados con un incremento en la promiscuidad sexual , con

penetración anal receptiva y con sexo oral.

No hay evidencia que apoye la transmisión por actividad sexual entre heterosexuales de

este virus.
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Figurafi}? porcentaje de célulasahusadas infectadaspor KSHVes menor al Kw
10% en‘Iosestadios tempranos de la enfermedad (estadío deparche) y mayor
al 90% en los estadios avanzados (estadío nodular). Izquierda:A izq)Tínciónde
H/E de una lesión de SK en estadío de parche. B izq) La tinción con un anticuerpo anti-LNA­
I revela que las célulasfusiformes queforman las paredes de los espacios vasculares
abiertos (característicos de estas lesiones) están infectadas latentemente por KSHV.C izq) La
tinción con un anticuerpo anti- VEGFR-3 (un marcador de endotelio linfático) muestra que
todas las células queforman las paredes de estos vasos sonpositivas para este marcador.
D) y E) muestran una mayor magnificación de la lesión teñida con el anticuerpo anti LNA-I
que muestra una célula en la pared de un espacio vascular abiero infectada conel virus (D) y
varias células infectadas que componen las paredes de los vasos enforma de hendidura (E)
Derecha A der) Lesión de estadío de placa teñida con anticuerpos LNA-I donde se observa
que casi un 50% de las células ahusadas que rodean los espacios vasculares abiertos están
infectadas latentementepor KSHK B y C der) Mas del 90% de las células ahusadas son
positivas en las lesiones en estadío nodular.Las células endoteliales que rodean una vaso
“angulado ” son positivas para LNA-I mechas negras), sin embargo en estas dos últimas

figuras las células endoteliales que rodean los espacios vasculares maduros (flechas blancas)
noparecen estar infectadaspor KSHV
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En paises donde el KSHV es endémico este virus está presente en niños y en sus madres,

mujeres en general y en hombres lo cual es consistente con una ruta de transmisión no

sexual (vertical y probablemente horizontal también) en estas regiones. En contraste la

presencia de este virus en niños en EEUU y Reino Unido es sumamente rara.

La infección por el KSHV también puede ocurrir como consecuencia del transplante de

órganos.

A pesar de la preocupación por la transmisión a través de la transfusión de sangre de este

virus no hay ninguna evidencia que soporte esta vía de contagio.

A su vez el virus se encuentra muy raramente en el semen de individuos infectados por el

KSHV, pero si se ecuentra en la saliva de estos individuos. De este modo la vía de

transmisión de este virus no esta totalmente clarificada todavía.

Después del descubrimiento de KSl-IVy los estudios serológicos el problema pareció

centralizarse en como KSHV contribuye a causar el sarcoma de Kaposi y cual es la

contribución de este virus en el proceso oncogénico.

A pesar de que la evidencia que soporta a KSHV como posible agente etiológico del SK

es abrumadora no se ha demostrado aun causalidad.
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3) KSHV, Sarcoma de Kaposi y Modelos de

Patogenia viral.

(“y O CO OL",Ï) 2

3.01) Breve introducción a la Patogénesis Viral

Se define como palogénesis viral al mecanismo por el cual los virus causan

enfermedades en sus huespedes ( Fields B., 1996, capítulo 7 y 8)

A pesar de ello es importante destacar que los eventos patogénicos son una consecuencia

relativamente inusual de las infecciones virales.(figura 19') l L

La capacidad de un virus, comparado a otros virus cercanamente relacionados, para

producir enfermedades en el huesped se define corno virulencia. Dado que la virulencia

depende de una variedad de factores tanto del huesped como del vims debe definirse en

terminos de factores especificos virales ( dosis de virus, ruta de entrada etc.) y en

términos de factores especificos del huesped ( edad, inmunocompetencia, especie etc).

Frecuentemente el número de individuos con infecciones asintomáticas es mucho mayor

que el número de individuos infectados que presentan manifestaciones clínicas (figura

LO')‘l b

La supervivencia de los virus en la naturaleza depende de la infección continua de

individuos suceptibles. Dentro de un individuo los virus pueden causar infecciones

agudas o bien pueden establecer infecciones crónicas o persistentes (figura la

Durante las infecciones agudas los virus son eliminados rápidamente por el sistema

inmune necesitando por ello para perpetuarse la habilidad de transmitirse rápidamente o

la capacidad para sobrevivir extraorganismicamente. Durante esta clase de infecciones

muchos de estos virus inhiben el metabolismo de las células infectadas productivamente

ocasionando efectos citopáticos o muerte celular. Por razones evidentes los mecanismos

de patogénesis de virus que producen infecciones agudas ( rabia, gripe, polio) son mucho

mas evidentes y estan mejor caracterizados que las de los de los virus que producen
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infecciones persistentes. Durante los últimos años ha empezado a reconocerse el rol de

las infecciones crónicas (persistentes) virales en un importante y creciente número de

enfermedades humanas ( SIDA causado por el VIH, hepatitis crónica y carcinoma

hepatocelular causado por la infección del virus de la hepatitis B, canceres anogenitales

causados por infección con el papilloma virus, el SK asociado a la infección con KSI-IV

etc).

Para establecer infecciones persistentes hacen falta mecanismos que permitan limitar los

efectos citotóxicos desencadenados por las infecciones virales y evadir la resistencia del

huesped a la infección. La manifestación clínica de la patología en cuestion es por lo

general un fenómeno multicausal y no deterrninistico que se evidencia varios años

después de la infección. Es por ello que la patogenesis viral de los virus persistentes es

muchisimo mas compleja y sutil que la de los virus virulentos que producen infecciones

agudas.

lmplicito en el estudio de la patogenesis viral está el concepto de que a pesar de la

diversidad de virus y huespedes existen ciertas estrategias comunes que han evolucionado

en funciónde la relacióngeneralvirus-huesped(figura

El estudio de la patogenesis viral puede ser conceptualizado en varios niveles:

° A nivel organismico la patogenesis viral investiga preguntas tales como ¿Cuál es la

ruta de entrada del virus?, ¿Cuál es el sitio donde se realiza la replicación primaria

del virus?,¿qué órganos y tejidos infecta?, ¿cómo se transmite?.

- A nivel celular la patogenesis viral investiga cuestiones como

¿ Cuál es la naturaleza del receptor viral en las células suceptibles?, ¿cuál es el

mecanismo de entrada del virus a las células?, ¿cómo la infección viral altera las

funciones celulares?¿Cuáles son las vías y mecanismos por los cuáles los virus son

liberados de las células?.

La relevancia aplicada del estudio de los mecanismos virales de patogenia reside en la

utilización de este conocimiento para el desarrollo de estrategias racionales para el

control, prevención y terapia de las enfermedades de on'gen viral.
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Figura 10! Representación esquemática de las posibles respuestas celulares y
del huesped a la infección viral. (tomadode EvansA. y BranchmanP., 1991)

Figura I I; Las estrategias replicativas viralesy las respuestas del huesped
originan cuatro patrones generales de evolución de los títulos virales en
función del tiempo ( “Fields Virology”,capítulo 8, 1996)
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Figura Id: Etapas del ciclo viral en que la patogenesis viralpuede
manifestarse (“Fields Virology”,capítulo 7, 1996)
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3.02) Virus oncogénicos y transformación celular.

En el desarrollo de la biología molecular contemporanea los virus han sido

frecuentemente utilizados como modelos genéticamente definidos y simples con los

cuales se pueden estudiar complejos eventos celulares. La transformación celular

inducida por virus oncoge’nicosha jugado un rol central en la dilucidación de los

mecanismos oncogénicos moleculares y en la comprensión del cancer como una

enfermedad ocasionada por alteraciones genéticas definidas y secuenciales.

Estudios genéticos con virus oncogénicos han definido elfenotipo celular transformado.

En este sentido virus mutantes condicionales y la expresión ectópica de proteínas virales

utilizando vectores de expresión han sido instrumentales en el entendimiento del efecto

de las oncoproteínas virales en la fisiología celular. Usualmente la transformación

maligna es acompañada por drásticas modificaciones en el crecimiento y la

morfología celular.

La alteraciones en el crecimiento básicamente afectan tres parametros:

i) Pérdida del mecanismo de inhibición por contacto:

Cuando las células adherentes "normales" (no transformadas) proliferan en cultivo crecen

hasta formar una monocapa confluente que cubre toda la superficie disponible, en ese

momento las células dejan de dividirse (aun si se agrega gran cantidad de nutrietes). A

este mecanismo de control de la proliferación celular se lo denomina "inhibición por

contacto". Las células están transformadas son capaces de seguirse dividiendo aun

después de formar la monocapa confluente reflejando de este modo la capacidad de estas

células de crecer unas sobre otras formando apilamientos de células transformadas. Si

una monocapa de células normales es infectada y transformada por unas pocas partículas

virales la pérdida de inhibición por contacto en las células transformadas producirá el

crecimiento de microtumores (evidenciado como apilamientos de células que sobresalen

de la monocapa de células normales) llamados "focos de transformación celular".
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ii) Reducción en el requerimiento de factores de crecimiento

Las células normales necesitan de factores de crecimiento específicos para proliferar y

sobrevivir. Usualmente los factores de crecimiento estan incorporados en el suero que

forma parte del medio con el que se alimentan las células en cultivo o alternativamente se

agregan especificamente (dependiendo del tipo celular) preparando un medio de cultivo

mas definido. La transformación celular generalmente elimina ( serum independent

growth ) o reduce esta dependencia de factores de crecimiento. Un caso particular de este

fenómeno son los "loops autócrinos" en el cual la célula transformada secreta un factor de

crecimiento que actúa como mitógeno sobre la propia célula.

iii) Proliferación no dependiente dela adhesión celular (anchorage independent

growth ).

Las células adherentes normales necesitan una superficie solida a la cual adherirse antes

de proliferar, la transformación celular produce una pérdida de esta dependencia de

adherencia para crecer

( anchorage independent growth ). Usualmente las células transformadas son capaces de

crecer en un soporte semísólido (como agar por ej.) de modo que utilizando esta técnica

se pueden separar células normales de transformadas.

Como su nombre lo implica la transformación celular también induce cambios en la

morfología de las células que pueden afectar el citoesqueleto, la superficie celular, la

matriz extracelulary la secreción de metaloproteasas.

En particular el estudio de los virus oncogénicos de ADN con pequeños genomas

(poliomavirus, papillomavirus, adenovirus etc ), ha contribuido a entender los

mecanismos que controlan la proliferación celular de las células de mamíferos. Estos

estudios han permitido ,por ejemplo, dilucidar el rol de p53 y retinoblastoma (Rb) dos

proteínas supresoras claves que regulan la transición desde Gl a S en las células de

mamífero (figura l3 A). La mayoría de las oncoproteínas codificadas por los virus

tumrigénicos con pequeños genómas de ADN no tienen obvias homologias con proteínas

celulares, son escenciales para la replicación viral y actúan inhibiendo la acción de estas



¿3)KSHVySK 317

dos proteínas supresores de tumores (Rb y p53) "empujando" de este modo a las células

infectadas hacia la fase S del ciclo celular (figura 13).

Los genes virales pueden ser clasificados como tempranos o tardíos dependiendo del

estadío del ciclo viral donde se expresan. En general los genes tempranos codifican para

proteínas que preparan a la célula infectada para replicar el ADN viral, mientras que los

genes tardíos codifican para proteínas estructurales. En estos virus de ADN las

oncoproteínas son siempre tempranas.

En los virus con pequeños genómas de ADN la infección de una célula perrnisiva

generalmente tiene como consecuencia la infección productiva o lítica con consecuencias

citolíticas para la célula huesped, de este modo la transformación inducida por estos virus

ocurre solamente si la infección por algun motivo es no perrnisiva (es decir si el ciclo

lítico es abortado). La ineficiencia con la que estos virus transforman células infectadas

(frecuencia 10-5) refleja la baja probabilidad de que accidentalmente una de los

oncogenes virales se integre en el genóma del huesped y se exprese.

La habilidad de algunas de las proteínas codificadas por estos virus de estimular a

células quiescentes infectadas para que entren en la fase S del ciclo celular es clave para

completar el ciclo viral. Sin embargo si la replicación viral no se completa debido a que

la célula es no perrnisiva o a que alguna mutación bloquea la progresión del ciclo lítico la

desregulación del control de la proliferación celular que tenía como "objetivo" preparar a

las ce’lulaspara la replicación viral puede inducir la transformación celular.

El análisis de oncogenes transducidos por retrovirus (genoma de ARN) también ha sido

clave en el entendimiento de las vías de transducción de señales que conectan la

membrana plasmática con el control de la expresión genética en el nucleo. A diferencia

de los oncogenes codificados por virus de ADN los oncogenes retrovirales han sido

adquiridos durante la replicación viral (son homólogos a genes celulares) y seleccionados

por su función transformante., es por ello que el estudio de estos genes no puede ser

contextualizado en el marco de una estrategia viral replicativa, además la replicación de

los retrovirus no es citolítica por lo cual la transformación celular es compatible con la

producción de progenie viral.

Dado que el fenotipo transformado es fácilmente reconocible y de que los retrovirus

tienen la capacidad de "atrapar" en su genoma genes que codifican para proteínas que
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Figura 13: Manipulación viral del ciclo celular: A)Lamayoriade los
oncoproteinas virales codificadas en los virus de ADNcon pequeño genóma no tienen
homologías obvias conproteínas celulares conocidas,pero son transformantes gracias a su
habilidad para interactúar conp53 y Rb,dosproteínas supresoras claves en el control del
ciclo celular. B) KSHVes un Herpesvirus con un complejo genóma de ADN de unas I40Kb.
que codifica para varias proteinas con alto grado de homologiaconproteinas celulares
claves que potencialmente podrían interactuar directa e indirectamente con p53 y Rb. EI rol
de estas proteinas en el desarrollo de las patologías asociadas a KSHVactualmentese
desconoce.
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participan del control celular, alterarlas en el proceso y modificar a consecuencia de ello

drásticamente los mecanismos de control de proliferación celular, los retrovirus han sido

sumamente útiles para identificar las proteínas celulares encargadas del control de la

proliferación celular.

Algunos virus pueden actuar como carcinógenos dentro de su ambiente natural, mientras

que otros revelan su potencial oncogénico únicamente en contextos experimentales. La

potencia de los virus como agentes transfonnantes van’atambién ampliamente, los

retrovirus oncogénicos mas virulentos pueden inducir tumores en animales en cuestion de

dias y virtualmente en todos los individuos infectados. Sin embargo la mayoría de los

virus requieren un período de latencia mucho mas largo y solamente una pequeña

fracción de los huéspedes infectados termina desarrollando tumores (todos lo tumores

humanos asociados a infecciones virales pertenecen a este último grupo). El hecho de que

la infección por virus oncogénicos no determine inevitablemente la formación de tumores

refleja la naturaleza secuencial y en etapas del cancer (multistep carcinogenesis o

carcinogénesís en etapas ) en el cual cada paso constituye un evento genético

independiente e irreversible que sucesivamente contribuye a la desrregulación de los

mecanismos de control de la proliferación celular. La infección viral representa

solamente uno de estos pasos, el cancer evolucionara solo si algunos de los otros cambios

genéticos necesarios para la transformación oncogénica ocurren en una misma célula.

Sin lugar a duda el estudio de los virus oncogénicos ha jugado un rol central en la

dilucidación y el entendimiento de los mecanismos que controlan el crecimiento celular

proveyendo metodologías para disectar las vías de transducción de señales y brindando

un marco conceptual en la cual los mecanismos regulatorios pudieron ser interpretados.

La contribución en estos estudios de los virus de ADN y de los retrovirus ha sido distinta

pero complementaria, asi como el análisis de bioquímico y genético en levaduras ha

iluminado los mecanismos de control del ciclo celular, la combinación de estos dos

sistemas virales oncogénicos ha proporcionado una invalorable cantidad de metodologías

y conocimiento en el cual el control del crecimiento celular y la diferenciación pueden ser

estudiadas en el contexto de la disrrupcion de este control que se hace evidente durante la

transformación oncogénica.
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3.03) Virus de Epstein-Barr (EBV) como modelo de y-Herpes virus

oncogénico humanoO

EBV es el virus humano mas homologo a KSHV y también es oncogénico y linfotrópico

(ambos son gama herpesvirus). Como se ha explicado en la sección 2.0 los herpesvirus

poseen complejos genomas de ADN y establecen infecciones persistentes dentro de sus

huespedes con ciclos de reactivación viral.

EBV fue aislado de pacientes con linfoma de Burkitt por pn'mera vez en 1964 (Epstein

M. 1964). Dado que EBV es sumamente prevalente en la población humana y está

asociado a numerosas enfermedades la biología de este virus se ha caracterizada

extensamente y es por ello que se trata de un paradigma de patogénesís y persistencia

herpesviral que tiene y ha tenido gran influencia en la modelización y racionalización de

los mecanismos de patogenia inducidos por la infección con KSHV.

El virus de Epstein-Ban es sumamente prevalente dentro de la especie humana ( se

calcula, dependiendo de la región, que entre el 35 y el 95% de la población adulta está

infectada por este virus). La ubicuidad previamente mencionada y la persistencia son dos

caracteristicas típicas de las infecciones herpesvirales (Fields B, 1996, capítulo 75 y

Masucci M., 1994).

Al igual que otros herpesvirus EBV infecta un tipo celular que sostiene

predominantemente la infección lítica (epitelio de la mucosa) y otro tipo celular

(reservoreo) en donde la infección es mayormente latente (células B).

Cuando la infección con este virus se produce durante o después de la adolescencia causa

una enfermedad linfoproliferativa benigna llamada mononucleosís infecciosa, sin

embargo en la mayoría de los casos la infección con EBV es asintomática.

El concepto de que EBV es un virus oncogénico proviene del hecho de que se encuentra

asociado estrechamente a un gran número de enfermedades linfoproliferativas humanas

como ser linfomas inmunoblásticos en pacientes inmunosuprimidos, linfoma de Burkitt

endémico, carcinoma nasofaringeo no diferenciado y se lo halla también asociado (40%)

al linfoma de Hodgkin y otras enfermedades.

Además in vitro EBV es el agente transfonnante mas potente conocido. Entre el 10 y el

50% de las células B provenientes de cualquier donante pueden ser inmortalizadas como
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lineas celulares linfoblastoides (LCLs) cuando se exponen a virus EBV wild type o a

cepas de laboratorio. Además se pueden establecer LCLs por cultivo de células B

purificadas a partir de individuos previamente infectados con EBV.

Uno de los motivos por los cuales en general la infección por EBV es asíntomática es que

las LCLs son inmunoge’nicasy causan fuertes respuestas humorales y celulares, de hecho

ciertos anticuerpos que reconocen antígenos virales asociados con la transformación viral

se encuentran siempre presentes en los pacientes infectados con EBV. Además las LCLs

pueden causar fuertes respuestas citotóxicas y proliferativas in vitro. El hecho de que la

mayor parte de los individuos infectados por este virus ( ubícuo y potencialmente

oncogénico) no presente sintomas clínicos es consecuencia del control inmunológico y de

la selección de múltiples estrategias virales que favorecen la supervivencia de las células

infectadas dentro de individuos inmunocompetentes.

La figura 14 es una representación esquemática del ciclo viral de EBV. La infección viral

primaria ocurre como consecuencia de virus o de células productivamente infectadas

presentes en la saliva y se asocia con el establecimiento de zonas de replicación viral en

el epitelio nasofaringeo y con la entrada del virus al pool de células B circulantes. Los

eventos iniciales despues de la infección de células in vivo parecen ser similares a los

observados inmediatamente después de las infecciones in vitro que implica la expresión

a partir de los promotores Wp, Cp, LMP y expresión de el cluster completo de proteínas

latentes (llamado patrón de expresión de latencia III). Este particular programa de

expresión latente tiene dos mayores efectos que ayudan al establecimiento de la

persistencia viral en el sistema linfoide:

i) Es capaz de inducir una rápida expansión policlonal de las células B infectadas

tempranamente (antes que la respuesta inmune comience)

ii) La expresión de la proteína latente viral LMPl regula en las células B la expresión de

Bel-2 y A20 dos proteínas celulares claves que normalmente determinan la supervivencia

de una pequeña fracción de las células B como células de memoria y que de este modo

favorecen la supervivencia de las células infectadas.

Esta fase temprana de proliferación de células B inducidas por la infección viral es

drásticamente controlada por la respuesta de las células T del huesped en donde la

mayoría de las celulas infectadas son eliminadas. A pesar de la fuerte respuesta inmune la
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infección viral nunca es completamente eliminada. Se supone que en esta etapa se

produce un switch (probablemente inducido por la diferenciación de las células B

infectadas) en el programa genético de expresión de EBV cambiando a los programas de

latencia l/II donde básicamente se expresa un número mínimo de proteínas virales

latentes cuya única función es la manutención episomal del genóma de EBV. A pesar de

que ello implica una transición de un fenotipo proliferativo a uno prácticamente

quiescente, estas células son capaces de escapar al control inmunológico y por ende

actúan como reservoreo ya que pueden reactivarse o pasar a latencia III en diferentes

circunstancias.

El rol del control inmune en limitar el potencial onogénico-proliferativo de las células

infectadas por EBV es ilustrada in vivo por el rechazo agudo que acompaña la

mononucleosis infecciosa y por el desarrollo de linfomas inmunoblásticos EBV-positivos

en pacientes inmunosuprimidos. Este delicado balance dominado por un pequeño y

constante número de células infectadas controladas por el sistema inmune puede

disrrumpirse en ciertos contextos (como la inmunosupresión) y manifestarse luego

clínicamente como enfermedades linfoproliferativas asociadas a la infección por EBV.

A pesar de las obvias homologías entre EBV y KSHV existen diferencias sustantivas

entre los dos virus. En principio KSHV posee varios genes homólogos a genes celulares

que no estan codificados en el genóma de EBV. Además los tipos celulares que ambos

tipos de virus infectan son diferentes y estan asociados a distintas patologías. Por otro

lado EBV es muchísimo mas prevalente que KSHV lo cual posiblemente refleje

importantes diferencias en las estrategias infecciosas y replicativas de ambos virus. Otra

diferencia importante que EBV infecta y transforma eficientemente células in vitro

mientras que KSHV no infecta células en cultivo productivarnente y las células infectadas

pierden el virus despues de pocos pasajes. De este modo a pesar de que KSHV está

asociado a enfermedades linfoproliferativas no existe evidencia de que como en el caso

de EBV la infección y expresión de los genes latentes de KSHV represente un evento

oncogénico. Actualmente se desconoce hasta que extremo el paradigma de EBV sirve

para explicar la patogenesis de las enfermedades asociadas a KSHV.
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F¡gara 1.6 Representación de las interacciones virus-huespedque ocurren como consecuenncia
de las infeccionesprimarias y persistentespor EBVy que modulan losprogramas de expresión
genética de este virus. (“Fields Virology”, capítulo 75, 1996)
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Figura 1;: La interacción entre la expresión genética de EB Vy otros eventosoncogénicos
adicionales (engeneral alteraciones genéticas en la célula huesped) cooperan en la patoge'nesis
de distintos tipos de linfomas. En la figurase muestranlosdistintospatronesde expresiónlatentede EBVy las
distintas alteraciones genéticas del huesped o co-infeccíones virales asociadas específicamente a los diferentes tipos de
linfomas. En negritas se muestran los eventos que ocurren prácticamente en el 100% de los casos. Notese que las
patologías asociadas al patrón de latencia III únicamente prosperan en contextos donde el huesped no es
inmunocompetente. El hecho de que se necesiten multiples eventos para desarrollar estos linfomas es consecuencia de
la naturaleza genéticamente compleja del proceso oncogénico (carcinogénesis en etapas). Esta figura intenta ilustrar el
hecho de que la interacción del genoma viral con el genoma humano crea un nuevo contexto genético en donde eventos
oncogénicos novedozos pueden ocurrir en circunstancias esporádicas, pero determinadas ( Figura: Mesri y Cesarman
1999)
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3.1) lntentando Probar el rol Causal de KSHV en la patogénesis del

sarcoma de kaposi

Dos problemas metodológicos experimentales emergen claramente cuando se intenta

probar el rol patogéníco del KSHV.

i) Falta de modelos animales:

° No se conocen tumores similares en animales.

° Hasta la fecha no se conoce ningún modelo animal infectable por el KSHV.

ii) Ausencia de sistemas eficientes de infecciones en células de cultivo:

° Actualmente solo es posible realizar infecciones agudas con muy baja eficiencia en

células en cultivo (Neipel F et al 1997, Foreman KE et al. 1997, Moore and Chang

review) por ello los ensayos de formación de placa y los experimentos genéticos

clásicos con virus mutantes, recombínantes y Knock-outs se han visto impedidos.

° Otro problema es que las células de SK pierden el virus después de los primeros

pasajes en cultivo.

A pesar de ello, desde el descubrimiento del KSHV se han logrado obtener algunos

reactivos útiles para el estudio de la biología de este virus.Como se ha mencionado varias

lineas celulares derivadas de Linfomas de Efusíones Pleurales (otra enfermedad asociada

al SIDA y a el KSHV) se han aislado y contienen de 40-80 copias de genoma de HVSK

por célula lo cual se ha utilizado como una herramienta para propagar el virus (de hecho

se han infectado células B y endoteliales con virus provenientes de estas células) para

ensayos serológicos y para estudiar los programas líticos y latentes del KSHV.
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3.2) Modelando el rol de KSHV en la etiopatogenia del SK asociado al

SIDA.

Como se ha mencionado previamente es evidente que la infección por

KSHV representa solo uno de las multiples etapas involucradas en el desarrollo del SK (

Gallo 1998, Ganem 1998), adicionalmente la virulencia de KSHV está parcialmente

determinada por el patrón de expresión genética viral y del contexto celular e inmune en

el que los productos de estos genes se expresan, todas estas variables son

interdependientes y son moduladas tanto por factores virales como del huésped. En el

caso del SK asociado al SIDA algunos de los co-factores identificados son la

desregulación inmune y la expresión de la proteína Tat del VIH (Gallo 1998, Ensoli

1998). KSHV al igual que otros herpesvirus es capaz de producir infecciones latentes o

infecciones productivas (liticas) que destruyen las celulas infectadas. La mayor parte de

las células en las lesiones están infectadas latentemente sugiriendo que este la expresión

genética latente es necesaria para el mantenimiento del fenotipo maligno de las lesione de

SK (Staskus 1997). A pesar de ello la mayoría de las proteínas virales que se sospecha

que podrían tener una actividad patogéníca son controladas por genes líticos expresados

únicamente en el subset de celulas infectadas productivamente (Sun 1999, Staskus 1997).

Eventualmente estos genes líticos podrían jugar importantes roles en la génesis del

precursor circulante o neoplástico del SK ( ver secciones 1.2 y 1.3), en la infección "de

novo" o al ser activados especificamente fuera del contexto del ciclo viral por factores del

huesped. Otra interesante posibilidad es que estos genes jueguen un rol importante en la

evolución del SK por estimulación parácrina de las células vecinas ( figura 16 ver

secciones 1.3 y 1.4 ). La precencia de citoquinas inflamatorias del tipo Thl(como por

ejemplo IFN y) precede a la infeccion de KSHV en las lesiones tempranas de SK

(Sirianni 1998), notablemente estas citoquinas son capaces de reactivar el ciclo lítico de

KSHV e inducir la diferenciación de progenitores circulantes a un fenotipo similar al de

las células ahusadas del SK. (Monini 1999). Estos datos son coherentes con un

mecanismo de patogénesis del sarcoma de Kaposí en multiples etapas (Mesrí 1999,
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Figura.... :Un posible modelopara la patoge'nesís del Sarcoma de Kaposi . Cuando
los progenitores circulantes se hallan en ambientes ricos en citoquinas inflamatorias se
diferencian en células ahusadas del sarcoma de Kaposi y las células latentemente
infectadas por KSHVinician el ciclo lírico,esta reactivación induce la expresión de varios
genes “early Iytic" como vIL-6,KSHV-GPCRy K1 que son potencialmente patogénicos.
La expresiondeproteínaspatogénicas y laproducción de virusalimentan la creación de un
ambiente inflamatorio-angiogénico que es necesario para aumentar el número de células
infectables (células endoteliales por ej.) en Ia cercanía de Ia lesión. A pesar de que Ia
mayoría de de las células ahusadas y endoteliales en las lesiones estan infectadas
latentemente entre el 5-10%
de estas células y unporcentaje variable de monocitosse encuentran Iiticamenteinfectadas.
La regresión de las lesiones de SKque generalmente acompaña la terapia de HAARTenlos
pacientes de SIDA-KSsugiere que Ia constante reactivación y reinficción por el virus en el
contextode la inmunosupresióny desregulación son necesarios para mantener las lesiones.
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Ensoli 1998) en el cual la combinación de inflamación y reactivación de KSHV inducen

la evolución de una lesion hiperplásica inflamatoria crónica retroalimentada por un

circuito de citoquinas inflamatorias, Tat y factores parácrinos estímulatorios codificados

por KSHV que finalmente inducen transformación maligna.

Uno de los posibles escenarios para la patogénesis del SK inducida por la infección de

KSHV se describe en la figura 16

3.3) Estrategia de genes candidatos e hipótesis de trabajo

El descubrimiento del virus de KSI-IV,los datos epidemiológicos y la secuenciación de su

genoma permitieron que se racionalice la patoge'nesis del SK desde una nueva

perspectiva.

Nuestra interpretación de los datos epidemiológicos y experimentales es que a pesar de

que la infección por KSHV no es deterministicamente oncogénica, la interacción del

genoma viral con el genoma humano crea una nuevo contexto genético en donde eventos

oncogénicos novedozos pueden ocurrir bajo, circunstancias determinadas pero

esporadicas (ello explicaría por que la incidencia es menor que la prevalencia)

Un claro ejemplo de ello es el desbalance del control inmunológico ( infección de VIH, o

la inmunosupreción en los pacientes transplantados) que permite la reactivación del ciclo

replicativo viral y la expresión de proteínas de KSHV (early lytic and late lytic) que

normalmente se encuentran reprimidas para poder escapar al control inmunológico.

Nuestra hipotesis de trabajo es que la expresión de los genes "pirateados" por este virus

bajo inusuales, pero determinadas circunstancias (co-factores) juegan un rol central en la

etiopatogenia del SK. De hecho KSHV codifica para un notable número de genes con

homología a genes humanos como IL-6, quemoquinas como las MIPs , un homologo a l

receptor de lL-8 (una quemoquina inflamatoria y angiogénica) y otros genes (figura 17)

que tienen la potencialidad de desencadenar los fenotipos mas relevantes observados en

las lesiones del SK:
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° Angiogénesis

° lnfiltrado inflamatorio

° Proliferacion de células endoteliales (CE) y células de fenotipo ahusado.

Notablemente con excepción de la Ciclina D y la proteína Fly viral ( implicada en

procesos antiapoptóticos) todos los genes de KSHV con potencialidad patoge'nica tienen

un patrónde expresiónliticotempranoo "early-lytic"(figuras relacionadas) .

Nuestro razonamiento es que KSHV posee la maquinaria molecular para desencadenar

los fenotipos previamente mencionados, pero en el contexto del control del sistema

inmune estos genes solo pueden ser expresados minoritaria y controladamente durante

los escasos eventos de reactivación viral. En determinados contextos, como cuando se

debilita el control inmunológico sobre la reactivación viral , la probabilidad de entrada al

ciclo lítico y los titulos virales aumentan ( De hecho como se ha mencionado en la

sección... . Los títulos virales tienen valor pronóstico sobre la probabilidad de desarrollar

el SK). Con el aumento de expresión de genes early-lytic las chances de la ocurrencia de

eventos estocásticos oncogénicos se incrementa dramáticamente.

Basados en esta hipótesis de trabajo decidimos expresar constitutivamente genes "early­

lytic" candidatos de KSHV en sistemas de cultivo para evaluar su potencialidad para

producir los fenotipos mas relevantes SK

° Potencialidad oncogénica ( Transformación o Inmortalización).

° Capacidad para inducir procesos angiogénicos.

° Capacidad para inducir procesos inflamatorios.

Ensíntesis,lahipótesissubyacenteesque
delsarcomadeKaposiycomotalposee molecularcapu‘de.”
desencadenar, al menosen ciertos eontátognïlásilñbïiltleïlosfenofipos«heterísticos
de las lesiones de SK.
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Figura .....'KSHVcodificapara genes capaces de manipular las vias de transducción de
señales involucradas en proliferación y supervivencia celular.
A la actividad constitutiva de KSHV-GPCR es capaz de reclutar MAPKsque activan factores
transcripcionales que a su ve: regulan la proliferación celular y la secreción defactores de crecimiento.
B los dominios citoplasmáticos [TAMpresentes en Kl pueden reclutar cascadas involucradas en la

activación de células B. C Ciertos genes de KSHVtmabie'nson capaces de modular las vias de señales que
responden a citoquinas, vIL-óse une a gpl30 y activando la via JAKl/STAT3y consecuentemente la
transcripción desde genes moduladospor ILÓREque generalmente se relacionan con la proliferación y
diferenciación de células B: vIRFes un represor transcripcional que bloquea la activación de los genes
reguladospor el thF.
D vaclin D activa CDK4y causando lafosforilación de Rby evitando de este modoque estproteinapueda
causar el arresto del ciclo celular. a su ve: el complejo vacD/CDKó degrada al inhibidor de CDKp27
desrregulando de este modo los mecanismos de control sobre la transición Gl/S. v-BCLZy vFLIl’pueden
inhibir la apoptosis al interaccionar con moléculaspro-apoptóticas del huesped como Bar y FLICE.figura
extraída de Cesarman E. y Mesri E. l 999).
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4) Elección de KSHV-GPCR como gen candidato

El ORF 74 de KSHV ( KSHV-GPCR ) codifica para un receptor acoplado a proteina G

(figura l7) que es sumamente homologo al receptor humano de lL-8 (Cesarman eta al

¡996). Llamativamente este receptor viral se encuentra codificado en una región dentro

del genoma de KSHV donde se localiza un “cluster” de genes potencialmente

oncogénicos (figura 18; Boshoff 1998).

Como los y herpesvirus son oncogénícos y se ha demostrado que receptores acoplados a

proteina G pueden ser transforrnantes bajo ciertas circunstancias ( por ejemplo ver Julius

D, Science ¡989), nuestra hipótesis es que KSHV-GPCR es un virus oncogénico cuya

capacidad oncogénica se debe en parte a KSHV-GPCR. Esta posibilidadestá

soportada por el hecho de la especifica asociación de KSHV con el SK y con los linfomas

de efusión primaria y el hecho de que el mensajero de KSHV-GPCR se transcriba en

ambos tipos de enfermedades (Cesarman et al J of Virology ¡996, Arvanitakis L, Blood

1996).

KSHV-GPC R tiene ciertas caracteristicas inusuales que lo diferencian del receptor de

hlL-8 (Arvanitakis et al Nature 1997) :

o KSHV-GPC R activa cascadas de transducción de señales independientemente de la

presencia de agonistas (es un receptor constitutivamente activado)

o Está a coplado a una variedad mucho mayor de proteínas G que el hlL-8R (por

ejemplo, cuando se exxpresa en célulass Cos-l no necesita de la co-transfección de

G ló para transducir señales eficientemente)

Estas caracteristicas definen a KSHV-GPCR como un receptor promiscuo capaz de

activar cascadas de transducción de señales constitutivamente en diferentes tipos y

contextos celulares.

La activación constitutiva de GPCRs endógenos ocurre generalmente como

consecuencia de mutaciones especificas en estos receptores (Milano C, Science ¡994;

Lefkowitz, R Trends Pharmac Science 1993, Alblas J, EMBO J, 1996) que originan

distintas enfermedades proliferativas y tumores (Coughlin S, Curr Opin. Cell Biology
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1994, SandeJ V J. Clin. Endocrin. Metab. ¡995). El incremento de proliferación

Observado en células NRK-49F expresando KSHV-GPCR soporta un rol para este

receptor en tunorigenesis (Arvanitakis et al Nature, 1997).

A su vez existen dos mecanismos complementarios por los cuales KSHV-GPCR podría

actuar en el desarrollo de las enfermedades asociadas a KSHV.

o Directos: en la cual las cascadas de señales constitutivamente activadas por KSHV­

GPCR inducen transformación neoplástica

o lndirectos: En la cual genes activados como consecuencia de la expresión de KSHV­

GPCR podn'an parácn'na o autocrinamente jugar un rol central en el desarrollo de

estas patologías. Lo cual sen'a coherente con la hipótesis reactiva (ver introducción).

Un ejemplo de mecanismo indirecto podría ser la activación de genes angiogénicos como

bFGF y VEGF que juegan roles centrales en el desarrollo del SK, son factores de

crecimiento de células endoteliales y ahusadas (Ensoli B Science 1989) y cuyos

promotores son dramáticamente modulados por secuencias responsivas a AP-l (Erdos G,

l. Cell Physiol ¡995) . Llamativamente KSHV-GPCR activa la via PKC/AP-l

(Arvanitakis et al, Nature 1997).

Además lL-8 es un importante factor angiogénico, si las cascadas de transducción de

señales activadas por el hlL-8R y KSHV-GPCR estuvieran conservadas cabría esperar

consecuencias proliferativas y angiogénicas especificas de células endoteliales en

respuesta a la expresión de este receptor viral.

Estos datos indican que KSHV-GPCR es un interesante gen candidato con potencialidad

para inducir los fenotipos mas relevantes presentes en las lesiones. del Sarcoma de

Kaposi.

Si bien para la probar formalmente el rol de KSHV en el desarrollo del SK hace falta

generar modelos animales de infección viral y patogénesis, la demostración de que

determinados genes virales pueden potencialmente producir algunos de los fenotipos

relevantes a la patogénesis del SK puede ilustrar los mecanismos moleculares relevantes

y subyacentes a esta patología que podn'an eventualmente tener un impacto en la

comprensión de esta enfermedad y en el tratamiento de los pacientes con enfermedades

asociadas a KSHV.
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Resultados :

l) KSHV-GPCR es una oncoproteína viral y

un activador angiogénico

1.1) La expresión ectópica de KSHV-GPCR induce transformación

celular en fibroblastos inmortalizados de ratón ( NlH3T3).

Para determinar si la expresión del GPCR constitutivamente activado codificado por el

ORF 74 de KSHV podia inducir transformación celular se decidió expresar esta proteina

en NlH3T3 y utilizando el ensayo de formación de focos de transformación celular (FFA)

medir su potencial oncoge’nico(Ver sección 3.02). Esta metodologia ha sido utilizada

previamente para demostrar el potencial oncogénico de otros GPCRs ( Julius 1989,

Gutkind |99|)

Con el proposito de sobreexpresar este receptor viral en NlH3T3 se subclonó KSHV­

GPCR en el sitio multiple de clonado de el vector de expresión pCEFL cuyo promotor es

el del factor de elongación 2 de ratón.

Para verificar la expresión de KSHV-GPCR se transfectaron células NlH3T3 y se

seleccionaron en G418 (pCEFL contiene un gen de resistencia a esta droga). La

transcripción del mensajero de este receptor viral se verificó por RT-PCR( figura 2) y su

actividad bioquímica se demostró midiendo la acumulación de IP3 en las células

transfectadas con KSHV-GPCR comparadas con los niveles acumulados en células control

(NlH3T3 transfectadas con pCEFL). (ver figura 3). Estos resultados indican que la

proteína se esta traduciendo, que se localiza correctamente en la membrana plasmática y

que en este sistema este receptor es bioquímicamente activo.
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Como se observa en la figura 4 la expresión de KSHV-GPCR reproduciblemente induce

focos de células transformadas exactamente tres semanas despues de que las células

llegaron a confluencia. En la misma figura se ve también que la expresión de KSHV-GPCR

aumenta la probabilidad de transformación en NIH 3T3 y que el número de focos es

proporcional a la cantidad de vectores pCEFL/KSHV-GPCR que se transfectan (fig 4).En

contraste las celulas transfectadas con pCEFL permanecen inhibidas por contacto

formando una monocapa de células inhibidas por contacto y como consecuencia de ello no

se observan focos en estas placas.

La eficiencia de transfección de ambos vectores (pCEFL y pCEFL/KSHV-GPCR)

calculada como el número de colonias G418 resistentes despues de transfectar NIH3T3

con el mismo número de plásmidos es la misma. De modo que la diferencia en el números

de focos solo puede ser explicada por la actividad Hansformante de KSHV-GPCR.

A su vez la potencia oncoge’nicade KSHV-GPCR (medida como la cantidad de focos

producido por un número determinado de plásmidos) es similar a la de Ml (otro GPCR)

pero muy inferior ala de Ras V12 (ver tabla l).

Dos caracteristicas distintivas de estos focos los diferencian de los inducidos por

expresión ectópica de RasVl2 (un mutante de Ras que está constitutivamente activado):

° El fenotipo: Los focos inducidos por KSHV-GPCR son muchisimos mas compactos

y densos que los focos inducidos por expresión de RasVl2. (ver figura 2) De hecho el

fenotipo es parecido a los focos inducidos por expresión de RthL (un mutante de

Rho que está constitutivamente activado) y a los focos inducidos por Mas ( otro

GPCR oncogénico que transforma principalmente a través de Rac).

° La cinética de formación de los "focos KSHV-GPCR" : los focos KSHV-GPCR

tardan tres semanas en formarse en contraste los "focos RasVlZ" tardan solo 9 días

_ en aparecer.

Estas observaciones son importantes por que podrían indicar que los mecanismos de

transformación y las vías de transduccíón de señales activadas por Ras y por KSHV­

GPCR son diferentes.
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Figura 3: La expresión de KSHV-GPCR en NIH3 T3 inducefocos de transformación
celular. ('e'lulas NIH373fuer0n transfectadas con pCEFL-KSHV-GPCR(A,By C) o con PCEF L (D,E y F)
como control negativo. exactamente tres semanas después de la confluencia las célulasfueron teñidas yfijadas
como se describe en la sección de métodos. Si bien en los distintos experimentos la cantidad de plásmidos
transfectados varía. la cantidad de ADNutili:ada en todas las trasnfecciones es la misma (25ug).A y Dfleron
transfectados con 0.2ug de ADNplásmidico (pC‘EFL-KSHV-GPCRy pCEF L respectivamente), B y E con 2ug y
Cy F fueron transfectadas con 0.2ug y tratadas posteriormente (desde las 24hs después de la transfección) con
G418 (750ug/ml). Comopuede verse en lafigura la expresión de KSHV-GPCRinducefocos de transformación
celular y la cantidad defocos observados es proporcional al número de células que expresan este receptor viral.
En contraste no se observa pérdida de inhibiciónpor contacto en las células transfectadas con pCEFL.

Figura 4: Detalle de unfoco de células transformadas por expresión de KSHV-GPCR. Enla
foto se puede observar la apariencia microscópica de unfoco de células transformadas como consecuencia de
la expresión de KSHV-GPÚR,en contraste puede observarse que la monocapa de células NIH3T3que rodean al
foco permanecen inhibidas por contacto. Noteseque la apariencia delfoco es compacta (a diferencia de los
focos de Ras que son mas difusos)y muestra gran similaridad con el ‘fenotipo ” de losfocos que se producen
como consecuencia de la expresión de versiones constitutivamente activadas de “pequeñas proteínas G ” como
Rac y Rho‘
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1.2) Las células NIH3T3 transformadas por KSHV-GPCR son

tumorigénicas

Otro criterio experimental ampliamente utilizado para determinar transformación celular

es la capacidad de estas células para formar tumores en ratones desnudos. El ensayo de

tumorigenicidad en ratones no es exactamente equivalente al ensayo de formación de focos

por que la formación de tumores en ratones implica una serie de caracteristicas fenotípicas

mucho mas complejas que la ausencia de inhibición por contacto.

Los focos de células transformadas por KSHV-GPCR fueron aislados individualmente

utilizando cilindros de clonado y las células fueron expandidas en presencia de G418 para

luego ser inyectadas en los ratones. Como control se utilizaron células transfectadas con

pCEFL y seleccionadas en G418.

Tres de los cuatro clones transformados expresando KSHV-GPCR dieron tumores en los

ratones de aproximadamente 1.5 cm3 entre lO y 28 días después de su inyección. Por

contraste no se observaron tumores cuando se inyectaron las células establemente

transfectadas con pCEFL. (ver tabla l y figura 5)

Las células de los tumores fueron rescatadas y expandidas nuevamente en G418. Como se

observa en la figura 6 estas células expresan altos niveles de ARNm de KSHV-GPCR y

acumulan altos niveles de lP3 indicando que este receptor viral estaba bioquímicamente

activo en las células tumorales.

Estos datos demuestran que KSHV-GPCR puede actuar potencialmente como un oncogen

viral y que tiene la capacidad de activar vías de transducción de señales que participan en

los procesos de transformación y tumorigenicidad.
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Figura 4: Las células NIH3 T3transformadas como consecuencia de la expresión de
KSHV-GPCR son tumorige’nicas en ratones desnudos.
Aproximadamente300.000 células /200ul PBSfueron inyectadas en elflanco de cada ratón. Fotografia tomada
10 días después de las inyecciones. a ratón inyectado con células provenientes de unfoco de células
transformadas, b ratón inyectado con células establemente transfectadas con el vector pCEF L, c Apariencia
microscópica de un tumor teñido con H/E (X400).Lasflechas indican Ia presencia de vasos.

Plásmido Colonias G418 Nro. de focos Clones tumorigénicos

PCE FL 3500 0 0/3

pCEFL-KSHV­
GPCR 2800 400 3/4

pCM V-MI
AchR 3000 680 ND

pCEFL­
Ras V12 2500 2000 ND

Tabla I: Transformación celular y tumorigenicidad inducida por la expresión de KSHV­
GPCR. Las células NIH3T3fueron transfectadas con 0,2 o 2ug de plásmido según se indica en Ia sección de
métodos.
La eficiencia de transfeccio’nfue determinada plaqueando las células en presencia de G418 (750ug/ml)y

contando el número de colonias resistentes.
La potencia oncogénicafue determinada transfectando las células con 0,2ug de plásmido. Losfocos fireron
contados tres semanas después de que las células llegaran a confluencia para los GPCRsy 10 días después
para Ras V12.
Los tumores se contabilizaron un mes después de haber inyectado las células NIH3T3en los ratones desnudos.
P(‘MV-Ml fire utili:ado como un control positivo de un GPCR transformante (las células fueron cultivadas en
presencia de 100uMde carbacol).



I yangiogénesis2 L

1.3) La expresión de KSHV-GPCR en NIH3T3 induce la secreción de

factores pro-angiogénicos.

KSHV-GPCR es sumamente homologo al receptor de la quemoquina angiogénica lL-8

(Kolch 1992). Anteriormente se había demostrado que KSHV-GPCR estimula la

transcripción a partir de un promotor regulado por secuencias AP-l (Arvanitakis 1997)

que son secuencias que típicamente regulan la expresión de numerosos factores

angiogénicos ( Kolch 1995)

Como se ha mencionado en la introducción (sección 1.1) una peculiaridad del SK es la

intensa vascularización observada en las lesiones ( lo cual es particularmente llamativo en

el SK por que no se trata de un tumor solido) y la activa proliferación de células

endoteliales y de células de forma ahusada (supuestamente de origen endotelial). En este

contexto es que decidimos investigar si la expresión de KSHV-GPCR en NIH3T3 podía

inducir la secreción de factores pro-angiogenicos. En el corte histológico de los tumores

inducidos por la expresión de KSHV-GPCR puede observarse (figura) que se trata de un

típico fibrosarcoma, pero tiene la peculiaridad de que se encuentra intensamente

vascularizado. Esta es una observación que podn'a ser relevante para nuestros estudios (el

SK es básicamente un tumor vascular), pero dado que las células tumorales necesitan

formar nuevos vasos para proliferar y no morir necrotizadas (ver sección... de la

introducción) existe una presión selectiva que favorece a las células capaces de inducir un

switch angiogénico. No es posible a través del análisis histológico determinar si el switch

angiogénico es una consecuencia directa de la expresión de KSHV-GPCR (previa a la l

inyección) o si por el contrario unas pocas células angiogénicas que no eran

representativas de la población general y fueron seleccionadas y amplificadas después de

ser inyectadas en el ratón.

Para discriminar entre estas dos hipotésis se diseñaron una sen'e de experimentos con el

propósito de determinar el potencial angiogénico de KSHV-GPCR.

La linea celular NIH3T3 no induce estimulación parácrina de angiogenesis “in vitro” y ha

sido previamente utilizada para estudiar el switch angiogénico causado activado por
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oncogenes virales y humanos ( Grugel 1995, Sheibani 1996). De este modo decidimos

testear la capacidad de los medios condicionados de las células transfectadas con KSHV­

GPCR y los controles para inducir la angiogénesis “in vitro” y la proliferación de células

endoteliales.

La figura. .. .. muestra que únicamente los medios condicionados provenientes de células

expresando KSHV-GPCR fueron capaces de inducir angiogénesis “in vitro” y la

proliferación de células endoteliales ( Human Umbílical Vein Endothelial Cells, HUVECs).

Estos resultados indican que la expresión de KSHV-GPCR es suficiente para inducir un

desbalance entre los activadores e inhibidores de la angiogenesis activando de este modo

un switch angiogénico ( citar a folkman) que podría paracrina y/o autocrinarnente

incrementar la proliferación de celulas endoteliales y la formación de vasos.

1.4) La activación angiogénica inducida por KSHV-GPCR está

mediada por VEGF

Uno de los principales inductores angiogénicos es el factor de crecimiento de endotelio

vascular (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) (Ferrara 1996, Hanahan 1996)

además VEGF es un factor de crecimiento para las células ahusadas del SK ( Comalli

1996, Masood 1997, Nakamura 1997) y está transcripcionalmente regulado por

secuencias AP-l (Kolch 1995).

Por estos motivos sospechamos que una posibilidad era que KSHV-GPCR estuviera de

algun modo incrementando los niveles deVEGF. Como se ve en el Northemblot de la

figura... . en las células expresando KSHV-GPCR los niveles de mensajero de VEGF estan

incrementados de 5 a 8 veces cuando se los compara con los controles transfectados con

pCEFL.

VEGF tiene muchos mecanismos de control post-transcripcionales por ello decidimos

medir los niveles de VEGF de los medios condicionados por ELISA Como puede verse en
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Figura 4: El medio condicionado queproviene de las células NIH3 T3 que expresan KSHV­
GPCR contiene factores angioge’nicos.
a y b estimulaciónparácrina de células endoteliales (HUVECS).a Mitogenicidad de las células HUVECsen
respuesta a medio condicionado proveniente de células transfectadas con KSHV-GPCR(barras negras) o con
pCEFL (barras blancas). b Mtogenicidad en HUVECsinducida por los medioscondicionados que provienen
de distintos grupos de células transfectadas establemente con KSHV-GPCR(símbolos negros), pCEFL
(simbolos blancos) o sin transfectar (triángulos blancos). Los datos experimentales son Ia media de
dedeterminaciones hechas en duplicado en un experimento representativo. La desviación de los datos fite en
todos los casos menor af 10% c Formación de microvasculatura endotelial “in vitro ” inducida por los medias
condicionadosde las células NIH 3T3 transfectadas. Lasfotografias (X400,contraste defase) muestran la
apariencia de la superficie de matrigel 24hs despuésde haber plaqueado las células HUVECsen presencia de
los diferentes medioscondicionados. Notese que laformación de "túbulos"interconectados solo apwece m las
células quefueron incubadas con los medioscondicionados de las células que expresaban KSHV-GPCR d
Formación de “microvasculalura ín vitro "por co-incubación de HUVECscon células trandectadas. Las
células lransfectadasfileron mezcladascon el matrigely las células HUVECsfiieron plaqueadas arriba. Notese
el incremento deformación de “microtúbulos”y la invasión de la matriz tridirnencional que ocurre en el
experimentodonde las HUVECsfueron mezcladas con las células NIH3T3 que epresaban KSHV-GPCR.Estas
fotografias fueron tomadas 48hs después de el plaqueo (X100,contraste defase)
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Figura 5: La expresión de KSHV-GPCR en NIH3 T3 incrementa los niveles de VEGF.
A El niirthernblot de lafigura muestra que los niveles de ARNmenso/ero de VEGFse encuentran
inerementados en las células que expresan KSHV-GPCR: I0y 12 son células seleccionadas
independientemente y en paralelo, GC indica que el ARNproviene de células que expresan KSHV-GPCR,
(‘E que el ARNproviene de células transfectadas con pCEF L, la letra F (F-GC) indica que las células
provienen defocos transformados y la T (Ï-GC) que son células rescatadas del tumor de ratón. B El
ELISAdemuestra que los medios condicionados de las células quefueron transfectadas con KSHV-GPCR
contienen altos niveles de VEGF, en negro se ilustran los niveles de VEGFpara/os medios que provienen
de las células quefueron transfectadas con KSHV-GPCR,en blanco el de las células transfectadas con
p(‘EFL. Los distintos medios condicionados provienen de células seleccionadas independientemente y en
para/elo.
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la figura. . .. los niveles de VEGF son proporcionales al “poder mitogénico” de los medios

condicionados (F092) sugiriendo que VEGF podn’aestar mediando estas respuestas.

Para testear esta hipotesis se preincubaron los diferentes medios condicionados con

anticuerpos bloqueantes anti-VEGF o con anticuerpos anti -lgG como control. Como se

puede ver en la figura... el anticuerpo anti-VEGF fiJe capaz de bloquear el efecto

mitoge’nicoy angiogénico de los medios condicionados provinientes de células que

expresaban KSHV-GPCR.

Estos resultados indican que VEGF, uno de los mas importantes factores implicados en las

respuestas angiogénicas fisiológicas y patológicas, esta mediando el switch angiogénico

inducido por la expresión de KSHV-GPCR.
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Figura 6: La angiogenicidad inducida por KSHV-GPCR está mediada por VEGF. Los
medios condicionados de las células que expresan KSHV-GPCRfueron pre-incubados con anticuerpos
bloqueantes anti- VEGFo anticuerpos lgG (control). Lasfiguras A (cuantitativa) y B muestran como el
anticuerpo anti- VEGFbloquea especificamente la actividad mitogénica endotelial de los medios condicionados,
B Las barras negras indican la proliferación inducidapor la incubación de células endoteliales con medio
condicionado. las barras blancas el poder mitogénico del mismomedio condicionado pretrataa'o con
anticuerpos anti lgG y las barras grises Ia mitogenisidaddel mismomediopre-incubado con aanticuerpos anti­
VEGF. C La pre-incubación de los medios condicionados provenientes de células que expresaban KSHV-GPCR
con e/ anticuerpo anti- VEGF también bloquea especificamente laformacion de estructuras “microvasculares in
vitro (lafotografia muestra la apariencia de los microtubulosdespués de 24hs de incubación; contraste de
fase, X100).
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2) Rol de la activación de las MAPKs en la

transformación oncogénica inducida por la

expresión de KSHV-GPCR.

2.1) la expresión de KSHV-GPCR en HEK293T activa JNK/SAPK y p38

dos kinasas que típicamente transducen señales de tipo inflamatorio y de

stress.

Nuestros resultados sugieren que KSHV-GPCR es capaz de activar cascadas de señales

que participan en procesos oncogénicos y angiogénicos.

Tres de las principales kinasas que son activadas durante el proceso de transducción de

señales entre los receptores de membrana activados y el núcleo pertenecen a la familia de

las MAPK. Las ERK/MAPK son activadas generalmente por estímulos mitogénicos

(típicamente por receptores con actividad tirosina quinasa) (Robinson 1997), por otro lado

JNK/SAPK (Derijard ¡994, Sluss ¡994) y p38MAPK (Freshney 1994, Rouse 1994)

responden a otros tipos de estímulos como stress y citoquinas inflamatorias. (Davis 1994,

Kyriakis 1996, Robinson ¡997). Distintos GPCRs activadan diferentes miembros de la

familia de MAPKs y en particular se ha demostrado el rol de algunas de estas quinasas

(ERK y JNK en particular) en el mecanismo de transformación oncogénica mediada por

GPC Rs ( ver por ej Gutkind ¡998). Para investigar cuales eran las MAPK activadas por

KSHV-GPCR co-expresamos este receptor viral con versiones tagueadas de ERK-2

(HA-ERKZ), p38 (HA-p38) y JNK (HA-JNK) en la linea celular HEK 293T. Como puede

observarse en la figura. . ... la expresión de KSHV-GPCR activó a JNK y a p38 pero no a

ERK-Z.
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Figura 7: La expresión de KSHV-GPCR en células HEK293T induce la activación de
miembros de la superfamilia de MAPKS. LascélulasHEK293Tfueron co-transfectadascon2ug
de plásmido/placa de pCEFL-KSHV-GPCRo pCEFL (control)y uno de los siguientes vectores pCDNA3-HA­
JNK, pCDNA3-HA-ERK-2o pCEFL-p38 ('Iug por placa). Como controles positivos las céIulasfueron
transfectadas con pCEFL-RasVI2 (control para ERK-Z)o estimuladas con Anisomicina (l 0ug/ml)para el
control positivo de los experimentosde JNKy p38. Las reacciones del ensayo de quinasafueron realizadas
con los ¡nmunoprecipitados anti-HA,ATPyradioactivo y los sustratos especificos correspondientes. Lafigura
ilustra los resultados de los ensayos de quinasa (autorradiografia) y el western-blot (anti-HA)de un
experimento representativo. Los datos representan la media de tres experimentos independientes y Ia
activación es respecto al control negativo (transfeetado con pCEFL).
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Este provocativo resultado es consistente con la idea de que la transducción de señales

activada por KSHV-GPC R en las células infectadas por KSHV podn'a mimificar el efecto

de las citoquinas inflamatorias que son angiogénicas y que además actúan como factores

de crecimiento para las células B y células endoteliales y ahusadas del SK (intoduccion

secciones l.3 y l.4 ).

2.2) Vías de transducción de señales activadas por KSHV-GPCRen

NIH-3T3

La observación de que la expresión de KSHV-GPCR en HEK293T podía activar vías de

señales típicamente activadas por citoquinas inflamatorias dejaba abierta la posibilidad de

que el mecanismo molecular por el cual este GPCR transformaba NlH3T3 fuera atipico

(ERK independiente) y de que este oncogen constituyera un modelo para estudiar la

coneccion molecular entre inflamación y cancer.

Sin embargo no teniamos evidencia de que la activación de p38 y JNK estuviera

causalmente relacionada con la transformación maligna inducida por la expresión de

KSHV-GPCR en NlH3T3, además las vias de transducción de señales activadas por

KSHV-GPC R en ambas lineas celulares (HEK293T y NlH3T3 ) no tienen por que ser

necesariamente identicas.

En un esfiJerzo por tratar de comprender los mecanismos oncogénicos activados por este

receptor decidimos utilizar NlH3T3 como modelo unificado en donde estudiar la

transformación maligna y las vias de transducción de señales activadas por la expresión de

KSHV-GPCR.

Uno de los problemas experimentales con los que nos encontramos es que como

consecuencia de que KSHV-GPCR está constitutivarnente activado los clones

seleccionados en G4 l8 (se tarda aprox. un mes en aislar clones establemente

transfectados) podrian haber sufrido procesos estocásticos que alterasen las vias de

transduccion de señales activadas directamente y que estos cambios no reflejen las

consecuencias de la expresión de KSHV-GPCR.
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Por este motivo decidimos medir el efecto de la expresión transiente de KSHV-GPCR en

NlH3T3.

Para ello volvimos a recurrir al sistema de co-transfección de KSHV-GPCR (o controles

apropiados) y MAPKs tagueadas, pero esta vez las células fiteron trasnfectadas con

lípofectarnina para aumentar la eficiencia de transfección en NlH3T3 ( La eficiencia de

transfección de estas células por el método de CaCl2 es muy baja).

Como puede observarse en la figura... la expresión transiente de KSHV-GPCR en estas

células no parece estar activando ninguna de las tres quinasas estudiadas a pesar de que

utilizando la misma metodología RasVl2 (un mutante constitutivamente activado de Ras)

activa a ERK-2 y anisomicina (un antibiótico que típicamente se utiliza como control

positivo dc activación de las vías de stress) activa a INK y a p38.

Estos resultados fiJeron repetidos consistentemente en numerosas ocasiones y en distintas

condiciones experimentales.

Las MAPKs fomian parte de un mecanismo agudo y rápido de respuesta a estímulos

extracelulares. Usualmente los picos de activación son de entre 5 y 40 minutos después de

la inducción del receptor por el ligando correspondiente. Numerosos trabajos demuestran

como la activación de las MAPKs deja de ser evidente después de prolongadas

estimulaciones con el ligando (Ver por ejemplo Coso et aL).

La activación constitutiva de un oncogen cuyo mecanismo de transformación incolucra a

las MAPKs no necesariamente implica la activación crónica de estas quinasas. De hecho

utilizando Ml y su ligando carbacol ( Ml es un un GPCR ligando dependiente) pudimos

reproducir en nuestro sistema los resultados de Coso et al. (datos no mostrados) y la

activación de las MAPKs deja de ser evidente despe's de la exposición crónica de las

células a carbacol ( el ligando).

La explicación de por que KSHV-GPCR es capaz de activar “erónicamente” a las

MAPK en HEK293T reside posiblemente en que estas células fileron transfomndas

con “large T” por lo cual amplifican dramáticamente el número de plásmidos con

origen replicativo de SV4O(como pCEFL y pCDNA) por célula y posiblemente

saturen rápidamente los mecanismos fisiológicos de control de la actividad de

MAPKs , de hecho el mismo fenómeno se observa también en cuando se transfecta
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Figura...: Falta de evidencia de activación de las MAPKs en experimentos de expresión
transiente de KSHV-GPCR en NIH3T3. A y B Triplicadosde un experimentorepresentativode kinasasin vitro
en ambos casos las versiones tagueadas de las MAPKs fueron co-transfectadas con pCEFL (CE) como control negativo, un
control positivo que fue pCEFL-RasV 12 (Ras) para el experimento de activación de Erk , tratamiento de celulas
transfectadas con pCEFL con anisomicina para el control positivo del experimento de JNK, o alternativamente
transfectadas con pCEFL-KSI-IV-GPCR (KGC) 36hs después de la transfección las células fueron lisadas para luego
realizar una inmunoprecipitación a partir de esos extractos con la que se realizaron los ensayos de Kinasa. A. Los extractos
correspondientes fueron incubados en presencia de MBP (que es sustrato de ERK) y fosforo radioactivo de modo que la
intensidad de las bandas de p—MBPes proporcional a la actividad de ERK-2. A pesar de que RasV12 activa potentemente la
actividad de ERK no hay diferencias significativas entre KSHV-GPCR (KGC) y el control negativo B En este caso los
extractos correspondientes son incubados con GST-ATF-Z que es sustrato de JNK y fosforo radioactívo, al igual que en el
experimento de ERK, a pesar de que el control positivo valida el procedimiento experimental no se evidencian diferencias
significativas entre KSI-IV-GPCR (KGC) y el control negativo.
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KSHV-GPCR en la linea celular COS7 que también expresa “large T” (datos no

mostrados).

A pesar de nuestra falla en detectar activación de MAPK en NlH3T3 este oncogen es

capaz de producir transfomtación celular y secreción de VEGF en estas células. En

ausencia de un ligando conocido capaz de super-activar a KSHV-GPCR agudamente

decidimos intentar medir efectores río abajo de las MAPKs que fueran mas estables en el

tiempo y que pudieran dar cuenta indirecta de la activación previa de estas quinasas.

El “Serum Response Element o SRE” es una secuencia regulatoria de la transcripción que

típicamente se encuentra presente en genes que se tramcnben cuando la células se

estimulan con suero (Treisman ¡990 review) básicamente está regulado por dos factores

de transcripción SRF (Norman ¡988) que contiene el dominio que reconoce la secuencia

canónica del SRE y el TCF (Ternary Complex Factor) fomIado por las proteínas Elk-l,

SAP-l y SAP-2 y que participan cooperativamente con SRF en el mecanismo de

transactivación de los genes regulados por SRE. Los TCFs regulan la actividad del SRE

en respuesta a MAPKs, en particular Elk-l es fosforilado, y de este modo activado por

ERK-l/2, p38 y JNK ( Treisman ¡994 .... ..citas p38 y JNK).

Para tratar de dilucidar si KSHV-GPCR activa las MAPKs en NlH3T3 decidimos hacer

un ensayo reportero de la actividad de SRE-Luc como consecuencia de la expresión de

este receptor viral.

En la figura Se muestra que KSHV-GPCRes capaz de activar el gen reportero de

SRE casi tan potentemente como RasVlZ. Sin embargo este resultado no necesariamente

implicaactivación de MAPKs por que existen evidencias de un mecanismo de activación

de SRE por suero que es TCF independiente (Hill C.S., 1995) y que esta mediado por la

activación de SRF por GTPasas de la familia de Rho.

Para determinar si el mecanismo de activación involucraba la fosforilación de Elk-l por

alguna de las MAPKs se realizó un experimento con un sistema “reportero en trans” de la

actividad de Elk-l (ver figura).

De este modo se demostró que KSHV-GPCR es capaz de activar “in vivo” a las MAPKs

dado que Elk-l se activa en presencia de este receptor. Como Elk-l es sustrato de Erk,
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p38 y JNK no es posible determinar cuales de estas quinasas resultan individualmente

activadas por la expresión de KSHV-GPCR en NIH3T3.

ATP-2 es un factor de transcripción que es fosforilado especificamente por p38 y JNK,

pero no por ERK (citas.... ..), para determinar si estas dos quinasas resultaban activadas

en Nl H3T3 como consecuencia de la expresión de KSHV-GPCR se midió la activación de

ATF-2 utilizando nuevamente un sistenn reportero en trans. Como se puede ver en la

figura KSHV-GPCR “fosforila” a ATP-2 enforma dosis dependiente indicando que

KSHV-GPCR es capaz de activar a JNK y/o p38 en NIH3T3.

En sintesis estos resultados demuestran que las MAPKs resultan activadas como

consecuencia de la expresión de KSHV-GPCR en NlH3T3 , además el resultado de

activación de ATP-2 indica que las vías de transducción de señales de tipo inflamatoria

(JNK o p38 o ambas enzimas) estan activadas en en estas células.

No es posible determinar por estos experimentos si ERK- l/2 resulta activada o no.

Para intentar disectar las vías de transduccion de señales involucradas en la activación de

Elk-l y ATF-2 por KSHV-GPCR decidimos cotransfectar dominantes negativos que

fueran capaces de bloquear especificamente estas vías de transducción. Como puede verse

en la figura. . .la interpretación de estos resultados es sumamente compleja. En parte ello

se debe a que los dominantes negativos afectan dramáticamente los niveles basales del

promotor de CMV que controla (entre otros) la expresión del vector pCDNAlll/Gal-4­

Elk-l (o Gal-4-ATF-2); los niveles de expresión basales de estos factores de transcripción

quirnericos tienen que ser muy bajos en este tipo de experimentos (se transfectan SOngde

estos vectores) por que si no la transcripción del minigen Gal4RE-LUC es constitutiva y

se independiza de la activación por fosforilación de la quimera.

A pesar de que los resultados son sumamente reproducibles, no pudimos ver efectos de

los dominantes negativos que fueran realmente especificos y/o que resistieran los controles

apropiados.
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Figur 8: KSHV-GPCK activa MAPKS en NIH3 T3. ALa activaciónde ungen reporterode SRE
indica que las MAPKspodrían ser activadas por KSHV-GPCR.B en lafigura se ilustran las las vías de
activación de SRE que pueden activar al factor transcripcional MAPK/Elkdependientes.También las
secuencias SREpuede ser activadas transcripcionalmente por un mecanismo MAPK/ELKindependiente que
es regulado parla vía de Rho/SREC experimentosrealizados con sistemas trans-reporteros (sistemade un
hibrido GaI4/dominio de transactivación de interes) indican que Elk esfosforilado demostrando que KSHV—
GPCR activa SREpor un mecanismo MAPK dependiente. A Ia izquierda dela mismafigura puede observarse
que KSHV-GPCRtambién activa ATF-2 unfactor transcripcional que es substrato de p38 y JNK.
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2.3) Vías de tgnsducción de señales implicadas en la transformación

oncogénica inducida por la expresión de KSHV-GPCR.

Para investigar el rol de las distintas MAPKs en la transformación maligna inducida por la

expresión de KSHV-GPCR decidimos recurrir nuevamente al ensayo de FFA y co­

expresar dominantes negativos capaces de bloquear especificamente las vías de activación

de ERK-I/2 (Raf301), JNK (SEKKR) o p38 (SB..., o MEKKÓKR).(citas...)

Estas quinasas cumplen funciones regulatorias fundamentales en el ciclo celular por lo

tanto la sobreexpreción de un dominante negativo que bloquee completamente uno de

estos caminos pueden afectar aspectos centrales de la fisiólogía celular (como la entrada o

salida de Gl por ejemplo) lo cual modificaría inespecificamente la habilidad de las células

para transfonnarse independientemente de que si esa vía de transducción resulte activada

o no por la expresión de KSHV-GPCR.

Por otro lado la sobreexpresión de un domimnte negativo puede forzar interacciones

moleculares inespecificas con proteínas que son miembros de otras cascadas de

transducción de señales. Además las vías de transducción de señales no son estrictamente

paralelas y existe considerable “cross talk” entre ellas.

De alguna manera la concepción de este experimento es farmacológica en el sentido de

que las “dosis” ( los niveles de expresión) determinan la especificidad del dominante

negativo. Por otro lado hacen falta tambien controles estrictos para determinar que a las

dosis utilizadas la potencia oncogénica de otros oncogenes que transforman utilimndo

distintas vías de transducción de señales no se vea significativamente afectada y

adicionalmente hay que controlar el efecto de “cross talk” entre distintas vías.

En la figura ....... .. se ilustran varios de los experimentos que se hicieron para tratar de

entender cuales eran las vías de señales que mediaban el mecanismo de transfomiación por

KSHV-GPCR.

En la figura se muestra un experimento representativo en el que cada transfección fue

realizada independientemente y por triplicado. Estos resultados sugieren fuertemente un

rol central de la activación de p38 y JNK en el mecanismo de transformación activada por

KSHV-GPCR y un rol menor de ERK-l/Z en este proceso.
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Estos resultados son novedosos por que sugieren por primera vez que en determinados

contextos p38 puede tener un rol clave en ciertos procesos oncogénicos ilustrando una

conección molecular por el cual cancer e inflamación pueden estar relacionados y

sugiriendo que podría ser el blanco molecular de ciertas drogas anti-inflamatorias que

tienen efectos anticancerígenos. (citas..... ..).

Sin embargo nuevamente la interpretación de estos experimentos no es inequívoca. Dada

la complejidad y el tamaño del experimento no file posible comparar los niveles de

expresión relativa de los distintos vectores en los distintos experimentos.

Usualmente los resultados del FFA son sumamente reproducibles de modo tal que una

cantidad determinada de plásmido (por ejemplo de pCEFL-KSHV-GPCR) produce un

número determinado y bastante preciso de focos (que es lo que en estos experimentos se

definió como 100%). Sin embargo este no fue el caso con las inhibiciones donde ,a pesar

de que las tendencias se mantuvieron, los porcentajes de inhibición variaban

considerablemente entre diferentes experimentos.

El experimento con el inhibidor de p38 se repitió en cuatro ocasiones y en una de ella no

hubo efecto alguno de esta droga A si mismo en un experimento aislado Raf301 fiJe

incapaz de inhibir la transfonnación por RasVlZ.

Las razones para esta variabilidad se desconocen.
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Figura 9: Dominantes negativos de las vías de AMPKsInhiben la transformación oncoge'n
inducida por la expresión de KS'HV-GPCR. A LascélulasNIH3T3fueron transfectadascon 0,5ug
pCEFL-KSH V-GPCR(barras negras) ,0,05ug de pCEFL- Ras V12(barras blancas) o 0,5ug de pCEFL-ME.
(barras con lineas diagonales grises) tratadas o no con el inhibidorfarmacológico de p.38 (S3202190) o co
transfectadas con estosplásmidosy las cantidades indicadas en el gráfico deplásmidos codificantespara
dominantes negativos. La cantidad de ADNtotal transfectada en cada experimentofue normalizada (25ug). .
focos producidos por expresión de Ras V12y MEKEfueron analizados 10 días después de que las células
llegaran a confluencia, Iosfocos inducidos por expresión de KSHV-GPCRfileron evaluados el día 21.B
Representación esquemática de las conclusiones del experimento de la figura A.
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3) KSHV-GPCR inmortaliza células

primarias endoteliales humanas.

3.1) Eficiente transducción de endotelio con retrovirus anfotrópicos

reporteros

Si bien los mecanismos de transducción de señales estan conservados entre las células de

mamíferos es evidente que el mismo receptor expresado en distintas células y contextos

celulares puede tener consecuencias bioquímicas y biológicas diferentes. Un claro ejemplo

de ello es que en HEK293T KSHV-GPCR activa a p38 y JNK pero no a ERK-Z (ver

figura. .. ..).mientras que en COS7 activa ERK-l/Z y p38 pero no JNK (datos no

mostrados) Adicionalmente la sobre-expresión de este receptor induce apoptosis ( data

not shown, Ganhem y Ethel Cesarman comunicación personal) en COS7, HEK293T en

linfocitos mientras que en NlH3T3 induce transformación (Bais et al 1998) y en RSL-¡FE

proliferación celular. (Arvanitakis et al l997)

sobre las potenciales consecuencias biológicas de la expresión de KSHV-GPCR, este viru

A pesar de que el modelo de NlH3T3 nos permitió mostrar algunos aspectos interesantes

s

(KSHV) no infecta fibroblastos, ni células de ratón. Además para evaluar el posible efecto
. . . a) . , . .
inmortalizante de este oncogen Viralearnecesano expresarlo en celulas pnmanas

Las células endotelialesjuegan un rol central en la etiopatogénesis del SK. No solo son un ¿ev
componente importante de las lesiones, si no que también hay evidencias que sugieren que Con

son las precursoras de las células ahusadas del SK ( ver sección ¡.2 de la introducción ). es“,

Además como KSHV infecta células endoteliales y ahusadas, “in vivo” KSHV-GPCR se

expresa en estos tipos celulares.

Por este motivo es que decidimos estudiar las consecuencias de la expresión de KSHV­

GPCR en células endoteliales primarias humanas HUVECS ( Human Umbilical Vai" 4

líndothe/ia/ ('ells).
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Uno de los problemas a los que nos enfrentarnos es la baja eficiencia y poca

reproducibilidad de las transfecciones en HUVECs ( en parte debido a que el origen de

las células es distinto en cada experimento). Si bien logramos transfectar células con una

eficiencia variable de entre el 5 y el 20% (datos no mostrados) esto solamente era posible

en pasajes muy tempranos. Además esta metodologia, como consecuencia de la baja

eficiencia del proceso de integración de plásmidos y del limitado número de pasajes en el

que pueden vivir y seleccionarse las células primarias “in vitro”, no nos permitía aislar y

estudiar la biología de las células establemente transfectadas.

Una de las estrategias alternativas con la que se nos ocunio que podiamos solucionar

estos problemas experimentales es con la utilización de retrovirus recombinantes que

codifiquen para KSHV-GPCR. La gran ventaja de los retrovirus para estudiar células

primarias es su altisima eficiencia de transducción en células replicativas (por ejemplo se

pueden transducir NlH3T3 con 100% de eficiencia). Además dado que estos virus sono: (EMA

integrativos se pueden crear lineas celulares en cuestiones de dias. “(alma-C: QZÉCÉSÏ“ ‘1"LL,
Para poner a punto el sistema de empaquetamiento de modo tal de obtener altos títulos h

virales y para usar como vector control en estos experimentos (ver figura), se utilizaron

constructos reporteros que nos permitieran calcular fácilmente los titulos virales y que

pudieran ser utilizados como control; el sitio múltiple de clonado del vector pLNCX se

modificó como se indica en la parte de métodos creando pLNCX2 (pRVC) para luego

subclonar EGFP (pRVC-EGFP) o alcalina fosfatasa ( pRVC-AP).

Sobrenadantes con altos titulos virales fiJeron obtenidos como se indica en las sección de

métodos y las células endoteliales fueron infectadas con estos retrovirus reporteros, 48 hs

después de ser transducidas las células ñreron observadas al microscopio de fluoresencia

(EGFP) o fijadas y teñidas(AP) .

Luego las células “infectadas” fueron seleccionadas en G4l8 (400ug/ml) masivamente de

modo que nunca fueron clonadas (se trata de poblaciones "heterogeneas"). Seis días

después del inicio de la selección las células no transducidas murieron y el 100% de la

poblaciónG418 resistente transducida con pRVC-EGFP expresaba EGFP.(ver figura).k
Lostítulosde los retrovirusrecombinantespuedenvariardrasticarnenteentredistintos

constructos por ello se “tagueo” a KSHV-GPCR (HA-KSHVGPCR) en la parte N- Si Y
pol"

terminal (dominio extracelular) de modo tal de que se pudieran calcular los títulos(ver Ph“,
i bol. _"

/ ‘i las {or7! Á625€,
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A RVtransduced HUVECs(no passage or selection)

- - RV.EGFP
RV-AP

1'.

Contro HUVECsstained AP

C RV-CMV-EGFPHUVECsG418 selected

RV-EGFP

Fig 1

Figura..: Transduccio’nde células endotelialesprimarias humanas (HUVECs) con
retrovirus recombinantes: A Eficienciade de transducciónde células HUVECscon un virus
recombinante que codifica para EGFP, notese la integridad de las células endoteliales después de la
infección. B lIUVECstransducidas con un retrovirus que codifica para alcalina fosfatasa (AP), una ventaja
de este retrovirus reportero es la sensibilidad de la reacción en:imática de AP . C Después de seis días de
selección en (¡4/8 (400ug ml) las células HUVECs no transducidas murieron y el 100% de las células
resistentes eran verdes baja el microscopio de UV
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métodos) de los retrovirus recombinantes que codifican para HA- KSHV-GPCR (pRVC­

HA-KSHV-GPCR) utilizando FACS (Fluoresence activated cell sorted) o

inmunohistoquímica..

3. l) Caracterización dela nueva proteína de fusión HA-KSHV-GPCR

Para testear que la proteina HA-KSHV-GPCR fuera fiJncional se transfectaron HEK293

con el vector pCEFL-HA-KSHV-GPCR o con los vectores control pCEFL-KSHV­

GPCR, pCEFL o pCEFL-HA-ERK-Z. Las células se incubaron con un primer anticuerpo

anti HAl l y se “tiñeron” utilizando un segundo anticuerpo acoplado a un fluorocromo

(FlTC). Como se observa en la figura únicamente las células transfectadas con pCEFL­

HA-KSHV-GPCR resultan positivas en el FACS indicando que la proteína esta

correctamente localizada en la membrana plasmática (notar que HA-ERK que es

intracelular es negativa). en paralelo y para testear funcionalidad se hizo un ensayo de

quinasasin vitro donde se midióla habilidadde HA-KSHV-GPCRgactivar 2!ng en

HEK293T ( recordar que KSHV-GPCR activa a JNK en este sistema, figura 7 y Bais et

al. l998). Como se observa en la figura... los niveles de activación de JNK por KSHV­

GPCR o por HA-KSHV-GPCR son prácticamente idénticos. Estos resultados indican el

agregado N-terminal del epitope HA pennite detectar la expresión de KSHV-GPCR sin

alterar la localización ni las propiedades fiincionales de este receptor.

3.1)Transducción de endotelio utilizando el retrovirus anfotrópico

recombinante pRVC-HA-KSHV-GPCR.

Con el proposito de transducir células endoteliales se utilizó el vector pRVC-HA-KSHV­

GPCR para generar retrovirus recombinantes que codificaran para este receptor viral.

Sobrenadantes con altos titulos virales (ver métodos) se utilizaron par infectar células

endoteliales con vims codificantes para KSHV-GPCR (o EGFP como control), la
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Figura.. El agregado N-terminal del “tag de HA” a la secuencia delKSHV-GPCR
permite detectar la expresión de estaproteína viral sin alterar sus propiedadesfuncionales.
A El ensayo de quinasas in vitro en HEK293Tdemuestra que la versión de KSHV-GPCR “tagueada” es
funcional ya que ambas versiones de esta proteína viral activan JNK. Brevemente, los vectores pCEFL-KSHV­
GPCR o PCEFL-HAKSHV-GPCR0 pCEF Lfueron co-transfectados con el vector pCEFL-HA-JNK, 36hs
después de la transfección las célulasfueron lísadas e inmunoprecipitadas con un anticuerpo HApara luego ser
incubadas con un substrato de JNK (A TF-2) y ATP-yradioactivo, de este modo el grado defosforilación de
ATF—2es proporcional al nivel de activación de HA-JNK. El c(+) de este experimento son células transfectadas
con pCEFLy tratadas con anisomicina 20 'antes de la lisis. B El análisis de FACS demuestra que la proteína de
fusión se expresa, se localiza correctamente en la membranaplasmática y que es reconocible por anticuerpos
anti-HA. En breve; las células HEK293Ttransfectadas con pCEFL o pCEFL —RasV12o pCEFL-HA-GPCR,
36hs después de la transfeccio’nlas célulasfueron teñidas con un primer anticuerpo anti-HAy posteriormente
con un segundo anticuerpo acoplado a unfluorocromo (Fl TC), luego las muestrasfueron procesadas en un
FACS. (‘omo se observa en lajigura B a la izquierda las células que expresan HA—RASV12, C(-), no son
fluorecentes (E) debido a la localización citoplasmática de esta proteína (las células transfectadas con pCEF L
son igualmente negativas pero no se muestran en lafigura), en contraste (ala derecha) las células que expresan
KSHV-GPCRson positivas (c) en el FACS indicando que esta proteina defusión no solo se expresa si no que se
localiza correctamente en la membrana.
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inmunohistoquímica realizada con anticuerpos anti-HA muestra que las células

transducidas expresan eficientemente la proteina HA-KSHV-GPCR. (ver figura...)

Durante el transcurso de esta tésis dos grupos que trabajan con KSHV-GPCR han

descubierto independientemente que Gro-ot es capaz de actuar como un super-agonista

para este receptor (es capaz de estimular la actividad de este receptor mas alla de su nivel

constitutivo) y que lPlO actúa como un agonista inverso al inhibir reversiblemente la

actividad basal de KSHV-GPCR (citas....).

Decidimos utilizar Gro-a como superagonista, para estimular agúdamente a KSHV-GPC R

(recordar la discusión de la sección 2.2) y determinar si en las células endoteliales que

fueron transducidas y seleccionadas en G418 (Ecs-KSGPCR), este receptor era

bioquímicamente funcional. Para ello se midió el nivel de activación de MAPKs despues

de estimular estas células con Gro-a. Como ilustra la figura... Gro-a activa ERKl/Z

especificamente en las células que expresan KSHV-GPCR y no en las células endoteliales

control. Estos resultados demuestran por pn'mera vez que KSHV-GPCR es

bioquímicamente funcional en células endoteliales humanas y que potencialmente es capaz

de reclutar a la via de ERK que está implicada en la regulación de la proliferación, la

transformación y la supervivencia celular.

3.2) La expresión de KSHV-GPCR en HUVECs (Ecs-KSGPCR) induce

cambios dramáticos en la morfología endotelial, la estructura del

citoesqueleto y la secreción de metaloproteasas.

Como puede verse en la figura... las células transducidas con pRVC-KSHV-GPCR

muestran un sorprendente cambio fenotípico. A baja densidad son mucho mas refiingentes

y "dendríticas" que las células expresando EGFP o las HUVECs sin transducir.

Una caracteristica de las células endoteliales es que en confluencia forman un

“empedrado” ((‘0ble.s10ne) donde cada célula está extendida y unida estrechamente a las

células mas próximas, como se observa en la figura las HV-KSGPCR no se unen

estrechamente en confluencia y presentan una apariencia mucho mas refingente y

"ahusada". Parte de este fenotipo podn'a ser explicado por la ahusencia de expresión de
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Figura...: La expresión de KSHV-GPCRen células endoteliales humanas
induce drásticos cambiosfenotípicos.
A A baja densidad las células transducídas con el retrovirus codificante para KSHV-GPCR
son mas refringentes, ahusadas y “dendríticas” que las células endoteliales transducídas
con el virus codificante para EGFP (a la izquierda) o HUVECssin transducír 8no
mostrado). B a laizquierda puede observarse que las células HUVECstransducídas con el
RVC—EGFPforman el empedrado (coblestone) característico de las células endoteliales en
confluencia, notese la forma chata de las células y la union estrecha entre las células, en
contraste las células transducídas con el virus RVC-HA-KS-GPCR son refringentes y no
forman uniones estrechas entre si, observese también en lafotografia de abajo ala
derecha (X400)la tendencia a crecer unas por sobre otras que no se observa en las células
endoteliales transducídas con RVC-EGFP (abajo a la izquierda) o en las células
endoteliales no transducídas (dato no mostrado).
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Una caracteristica de las células endoteliales es que en confluencia forman un

“empedrado” (( ‘0blcstone) donde cada célula está extendida y unida estrechamente a las

células mas próximas, como se observa en la figura las HV-KSGPCR no se unen

estrechamente en confluencia y presentan una apariencia mucho mas refingente y

“ahusada”. Parte de este fenotipo podría ser explicado por la ausencia de expresión de

VE-Cadherina que se observa en las HV-KSGPCR (ver figura...) que esta involucrada en

las uniones adherentes entre células endoteliales . Dado que la morfología "dendn'tica" es

reminicente del fenotipo quemotáctico e invasivo de las células endoteliales se decidió

teñir las células con alexa-faloidina para observar los cambios en la organización de la

áctina. La figura . . . . ..ilustra los dramáticos cambios en la organización del citoesqueleto

que se producen como consecuencia de la expresión de KSHV-GPCR.

Como se ha indicado en la sección... otra de las caracteristicas de las células transformadas

es la sobre-expresión/secreción de metaloproteasas al medio ( fenotipos invasivos) como

se puede ver en la figura... las células HV-KSGPCR secretan grandes cantidades de

metaloproteasas cuando se las compara con HV-EGFP.

Estos resultados indican que la expresión de KSHV-GPCR en células endoteliales es

capaz de inducir dramáticos cambios morfológicos que son reminiscentes al fenotipo

transformado.

3.3) KSHV-GPCR induce resistencia a la apoptosis por deprivación de

suero en células endoteliales a través de la activación de la vía Pl3K/Akt.

Uno de los fenotipos mas evidentes de las células ECs-KSGPCR es su capacidad para

sobrevivir durante largos pen'odos en medio sin suero. Como se ha mencionado en la

introducción (sección. .) esta es una caracteristica tipica de las células transformadas.

Para verificar si las vias de transducciones de señales activadas por KSHV-GPCR

mediaban la resistencia a la apoptosis inducida por deprivación de suero se incubaron a las

células ECs-KSGPC R o células HUVECs en medio libre de suero y en presencia o

ausencia de lPlO (agonista inverso de KSHV-GPCR), además para controlar los posibles
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efectos tóxicos de este ligando y comprobar que la apoptosis se debiera al "hambreado" de

las células se realizo en paralelo el mismo experimento en medio rico (20%FBS y óng/ml

bFGF).

Como se puede observar en la figura .... ..lPlO especificamente sensibiliza especificamente a

las células endoteliales que expresan KSHV-GPCR ( ECS-KSGPCR) a la apoptosis por

deprivación de suero, en contraste esta quemoquina no produce un incremento

significativo de la apoptosis de estas mismas células en medio rico o en las células

HUVECs "wt" en cualquiera de las condiciones experimentales.

Estos resultados demuestran que las vias de señales activadas por este receptor son

responsables de la resistencia a la apoptosis caracteristica de las células ECS-KSGPCR.

La activación de la enzima Pl3K regula una de las principales vias de transducción de

señales que modulan la resistencia a la apoptosis en ausencia de suero. (citas....). Ademas

Pl3K participa en la organización del citoesqueleto (citas...) y puede ser activada por

GPCRs (citas .... ..). Dado que Akt es substrato de la enzima Pl3K y que media la mayoría

de sus efectos antiapoptóticos decidimos evaluar la capacidad de KSHV-GPCR para

activar esta enzima (presúntamente a través de Pl3K). Por los motivos explicados en la

sección 2,] se decidió estimular agúdamente con Gro-a la actividad de KSHV-GPCR y

utilizar células HUVECs para controlar cualquier actividad de GRO-a que no estuviera

mediada por este receptor viral.

Como se ve en la figura....Gro-a es capaz de activar la enzima Akt únicamente en las

células endoteliales humanas que expresan KSHV-GPCR sugiriendo que la activación de

este receptor viral es suficiente para reclutar vias de señales antiapoptóticas.

Como consecuencia de estos resultados se decidió medir el efecto de un inhibidor

especifico de Pl3K (LY...) en la supervivencia de las células ECS-KSGPCR y en células

HUVECs en medio libre de suero. Como puede verse en la figura las células ECS­

KSGPCR son particularmente sensibles a bajas dosis de este inhibidor, además, la

superactivación de este receptor (con Gro-a) es capaz de rescatar de la apoptosis inducida

por LY específicamente a las células endoteliales que expresan KSHV-GPCR

sugiriendo que la actividad de este receptor viral media directamente la activación de la via

Pl3K/Akt y la subsecuente resistencia a la apoptosis en medio libre de suero.



vGPCR-ECS HUVECS vGPCR-ECs HUVECS

SF FBS
Figara...: la resistencia ala apoptosispor deprivación de suero observada en
las células H V-KSGPCRes dependiente de la actividad constitutiva de KSHV­
GPCR.
Después e haber llegado a confluencia las células se lavaron en PBSy se aplicaron los tratamientos

correspondientes. SF ctrl. 48hs después de ser mantenidas en ausencia de suero (SF) las células RV-KSGPCR
siguenformando una “monocapa ” con muypocas figuras apoptóticas en contraste después del mismo
tratamiento las células HUVECsmuestran gran cantidad defiguras apoptóticas y numerosos espacios sin
células (que indican que gran cantidad de estas células ya se murieron),.SF 11’10Cuando se reali:a el mismo
experimento en presencia de [Pl 0 (que actua como agonista inverso de KSHV-GPCR)las células H V-KSGPCR
revierten completamente elfenotipo de resistencia a la apoptosis (de hecho quedan sensibilizadas), el hecho de
que no se observe un incremento significativo en la apoptosis en las células control (HUVECs)indica que este
efecto de 11’10estaria mediado por KSHV-GPCR.A la derecha se muestra un experimento realizado en paralelo
en presencia de suero (FBS)que indica que [PIO no es tóxicoy que la apoptosis observada se debe
efectivamente al “hambreado ” de las células.

0’ 5’ 15’ 45’ 0’ 5’ 15’ 45’ (Go-a)
o ’ lAnn-fmeAkt - - - + P.Akt

Ami-Akt4.--..- CII"---—-4-Akt

HV-KSGKB HUVEG

Figura....: KSHV-GPCR es capaz de activar la via de transducción de señales
antiapoptóticas de Akt.
El western-bio! de Iafigura muestra que Gro-a es únicamente capa: de activar Akt en las células H V-KSGPCR
y no en las HUVECs indicando que las vías de transducción de señales reclutadas por KSHV-GPCRson
capaces defosforilar esta quinasa.
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3.4) La expresión de KSHV-GPCR induce la estabilización dela longitud

de los telómeros y la inmortalización de células endoteliales humanas por

un mecanismo independiente de telomerasa.

A partir del pasaje lO-l2 la morfología de las células HV-EGFP y de las HUVECs sin

transducir era claramente senecente. Como se esperaba, dejaron de proliferar y se

murieron después del pasaje 14 (aproximadamente cinco semanas después de ser

transducidas) . Sorprende'ntemente las células HV-KSGPCR continuan proliferando

después de ser mantenidas in vitro por mas de cinco meses sin signigicativas alteraciones

morfológicas, superando claramente el limite de Hayflick e indicando que la expresión de

KSHV-GPC R es suficiente para inducir la inmonalización de células endoteliales

humanas.

Como se ha explicado en la introducción (sección...) el limite de Hayflick (1,2) impone

una restricción al número de divisiones celulares que una célula somática puede realizar,

una vez pasado este liimite las células dejan de proliferar, muestran un fenotipo senesente

y posteriormente comienzan a morirse (esta última fase generalmente se la conoce como

crisis). Genéricamente a estos mecanismos de control dela proliferación celular se los

conoce como TPA (Terminalproliferation arresl ). Como raramente una célula (Ide cada

IX lOEXP7) puede escapar al estadio de TPA se considera que la adquisición de la

capacidad de dividirse ilimitadamente es un paso escencia] para la transformación maligna

de células normales.

El mecanismo molecular que contabiliza el número acumulativo de divisiones celulares

(reloj) es el acortamiento de telómeros (que se produce después de cada división celular) y

se asume que el acortamiento de telómeros mas alla de un cierto límite induce la "cn'sis".

Existen mecanismos que controlan la longitud y estabilidad telomén'ca que estan

reprimidos en las células somáticas "normales" y cuyo control regulatorio juega un rol

clave en los procesos de inmonalización y por ende de transformación celular.

El hecho de que KSHV-GPCR tuviera la capacidad de inmortalizar células endoteliales

humanas es particularmente relevante por que la expresión de otros oncogenes
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transformantes (Ras por ej.) en células primarias humanas induce senesencia y apoptósis y

la expresión de proteinas inmortalizantes (SV40 y Large T por ej)

produce una crisis por acortamiento de telómeros de donde emergen solo algunas células

inmortalizadas no transformadas (una excepción de esta regla es la expresión ectópica de

la enzima telomerasa que inmortaliza las células somáticas sin fase de crisis). Estos

resultados claramente sugieren que KSHV-GPCR es capaz de activar mecanismos que

controlan la estabilidad y la longitud los telómeros.

Para verificar la estabilidad y longitud de los telómeros (ver métodos) en las celulas

endoteliales que expresaban KSHV-GPCR se extrajo ADN genómico de dos lineas

celulares (seleccionadas indpendientemente) que fueron pasajeadas en paralelo por cinco

meses en cultivo (ECs-KSGPCR l y ll), de células primarias endoteliales humanas

HUVECs "jóvenes" (pasaje 4), de una linea celular endotelial humana inmortalizada por

expresión de SV4O(lBMECs o lmmortalized Bone Marrow Endothelial Cells) y de

HEK293T que es una linea celular epitelial humana inmortalizada por expresión de "large

T". El southem-blot de la figura (métodos) que fue hibridizado con una sonda radioactiva

que especificamente reconoce ADN telomérico muestra el rango de longitudes de los

telómeros en las distintas lineas celulares . Llarnativamente como se observa en la

figura. ....las dos lineas celulares ECs-KSGPCR tienen una longitud media de telómeros

que no difiere significativamente de la de las células endoteliales primarias de bajo pasaje

(HUVECs, pasaje 4), estos resultados son coherentes con lo observado ya que nunca se

observó una fase de crisis durante el pasaje de las células ECs-KSGPCR. En contraste la

longitud media de los telómeros de las IBMEC y de las HEK293T (dos lineas celulares

que han sufrido una fase de crisis previa a la inmortalización) es mucho mas corta que la

de las HUVECs (p4) o ECS-KSGPCR I y ll.

Estos resultados demuestran que la expresión de KSHV-GPCR induce la inmortalización

células endoteliales humanas al activar tempranamente mecanismos que regulan la

estabilidad y longitud telomética (evitando de este modo la fase de crisis por acortamiento

de telómeros).

En la mayoría de las lineas celulares y en el 85% de los canceres humanos conocidos la

estabilidad de la longitud de los telómeros depende de la enzima telomerasa (20, 21) y de

hecho la expresión ectópica en células somáticas "normales: de la subunidad catalitica de
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l ADN genomico (Hinfl/Rsal)

Ecs-KSGPCRI Ecs-KSGPCRII HUVECs IBMECS HEK293T

Longitud
telomérica
mas

probable
para
ECS­

KSGPCR y Longitud
HUVECs telomérice
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y
HEK293T

Fig... El proceso de inmortalización inducido por la expresión de KSHV-GPCR activa un mecanismo de
estabilización que evita la crisis por acortamiento de telómeros.
el southem-blot de la figura muestra la longitud de telómeros en las distintas líneas celulares analizadas. El ADN
genómico para este experimento fue digerido por las enzimas Hinfl y Rsal que no cortan las secuencias repetitivas teloméricas.
Luego de correrse en un gel de agarosa (0,6%) y transferirse a un soporte sólido (Nylon) la membrana fue hibridizada con una
sonda marcada radiactivamente que reconoce específicamente estas secuencias repetitivas.
Nótese que la longitud mas probable de los telómeros (obsérvese la zona donde la intensidad de las bandas es mayor) de las dos
líneas Ecs-KSGPCR (ly ll) seleccionadas independientemente y crecidas por 5 meses en cultivo es similar a la de células
primarias endoteliales (HUVECs) de pasaje 4, en contraste el promedio de la longitud de telómeros de dos líneas celulares
inmortalizadas por expresión de SV40 y “large T” (IBMEC que es de origen endotelial y HEK293T respectivamente ) es mucho
menor que el de las Ecs-KSGPCR o HUVECs indicando que ( como esta reportado en la literatura) estas líneas han sufrido una
fase de crisis, pero han sobrevivido gracias a la estabilización de la longitud de sus telómeros por un mecanismo que es
dependiente de la enzima telomerasa.



3.4) La expresión de KSHV-GPCR induce la estabilización de la

longitud de los telómeros y la inmortalización de células endoteliales

humanas por un mecanismo independiente de telomerasa.

A partir del pasaje 10-12 1amorfología de las células HV-EGFP y de las HUVECs sin

transducir era claramente senecente. Como se esperaba, dejaron de proliferar y se

murieron después del pasaje 14 (aproximadamente cinco semanas después de ser

transducidas) . Sorprende'ntemente las células HV-KSGPCR continuan prolíferando

después de ser mantenidas in vitro por mas de cinco meses sin signigicativas alteraciones

morfológicas, superando claramente el límite de Hayflick e indicando que la expresión de

KSHV-GPCR es suficiente para inducir 1ainmortalización de células endoteliales

humanas.

Como se ha explicado en la introducción (sección...) el límite de Hayflick (1,2) impone una

restricción al número de divisiones celulares que una célula somátíca puede realizar, una

vez pasado este líimite las células dejan de proliferar, muestran un fenotipo senesente y

posteriormente comienzan a morirse (esta última fase generalmente se 1aconoce como

crisis). Genéricamente a estos mecanismos de control de la proliferación celular se los

conoce como TPA (Terminal proliferation arrest ). Como raramente una célula (lde cada

1X10EXP7) puede escapar al estadío de TPA se considera que la adquisicion de la

capacidad de dividirse ilimitadamente es un paso escencia] para 1atransformación maligna

de células normales.

El mecanismo molecular que contabiliza el número acumulativo de divisiones celulares

(reloj) es el acortamiento de telómeros (que se produce después de cada división celular) y

se asume que el acortamiento de telómeros mas alla de un cierto límite induce la "crisis".

Existen mecanismos que controlan la longitud y estabilidad telomén'ca que estan

reprimidos en las células somátícas "normales" y cuyo control regulatorio juega un rol

clave en los procesos de inmortalización y por ende de transformación celular.

E1hecho de que KSHV-GPCR tuviera 1acapacidad de inmortalizar células endoteliales

humanas es particularmente relevante por que la expresión de otros oncogenes
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la enzima telomerasa (TERT), que de otro modo únicamente se transcribe en las células

ínmortalizadas "positivas para telomerasa", es suficiente para inmortalizar células

primarias humanas. A pesar de ello algunas lineas y células tumorales

"telomerasa negativas" tienen una actividad alternativa de mantención de longitud de los

telómeros llamado ALT (Alternative lengthem'ng of telomeres ) cuyo mecanismo

molecular en células de mamífero se desconoce , pero que en levaduras involucra a

proteinas que participan del mecanismo de recombinación del ADN (17, 22, 23). Las

celulas somáticas de mamífero "normales" y algunas lineas celulares que son "positivas

para telomerasa " contienen un represor de la actividad ALT (34), recíprocamente las

células "normales" y algunas lineas "positivas para ALT" contienen represores de la

telomerasa (18 y 35).

Dado que las células EC-KSGPCR estan inmortalizadas y expresan una actividad

estabilizadora de la longitud de los telómeros y de que la mayon'a de las lineas celulares

ínmortalizadas expresan telomerasa decidimos medir la actividad de esta enzima en

extractos celulares provenientes de las células endoteliales que expresan KSHV-GPCR

utilizando la técnica de TRAP (Telomeric Repeat Amplificatíon Protocol). En Breve este

ensayo se basa en la capacidad de la telomerasa para catalizar la adición de secuencias

repetitivas (AGGGTTAG) a oligos que contengan estas secuencias telome'ticas. Como

esta enzima es sumamente poco procesiva genera una "escalera" de oligos de distinta

longitud ( de 6 pares de bases de diferencia uno con otro) que se amplifica por PCR a

fmes de ser detectado y se resuelve en un gel de acrilamida.

Como puede verse en la figura....no fue posible detectar actividad de la enzima telomerasa

en los extractos provenientes de ECs-KSGPCR, en contraste la actividad de la enzima

telomerasa puede detectarse (como era de esperarse) en los extractos que provienen de las

células HEK293T (control positivo).

Para corroborar este resultado negativo se extrajo ARN de ECs-KSPCR y HEK293T que

se utilizó luego como templado para la RT-PCR. Como puede verse en la figura...

hTERT se transcribe únicamente en la línea HEK293T y no en la linea EC-KSGPCR.

En conjunto estos resultados implican que la estabilización de la longitud de los telómeros

telómeros (figura) y la inmortalizacíón y inducida por la expresión de KSHV-GPCR en



A 5000 500 so so 5000 500 50 (cells)+_-+-F-(HI)
O

I-— ITAS

5“ |- Primers

Ecs-KSGPCR C(+) C(-) TR8 HEK293T

+-+-+-+-(RT)
B-actin

hTERT —>

ECS-KSGPCR HEK293T ECs-KSGPCR HEK293T

Figura...: KSHV-GPCR inmortaliza células endoteliales por un mecánismo alternativo de estabilización de
telo’meros(ALT) que es independiente dela actividad dela enzima telomerasa.
A [insavo de TRAI’(telomeric Repeat Ampli/¡canon Protocol) utili:ado para medir la actividad de la enzima telomerasa, El experimento demuestra que
no hay actividad detectahle de telomerasa en los lisados provenientes de la linea celular inmortalizada Ecs-KSGPÚR. en contraste esta actividad es
detecta/tie en los lisados que provienen de la linea celular [IE/(2937"(telomerasa positivos). Brevemente la ensima telomerasa se extrajo de celulas
creciendo exponencialmente como se indica en la seccion de métodos, si la enzima está presente se espera la adición de la secuencia hexonucleotidica
telome’rica(/1(K]( i 'I'TAG)al primer “telome'rico" TS marcado radioactivamente. ( ‘omo la telomerasa es muypoco procesiva se genera una escalera de
fragmentos de distintos tamaños (que tienen una diferencia de tamaño entre si de 6 pares de bases). Luego estos oligos elongados por la telomerasa se
ampli/¡can por P( 'Ry el producto se resuelve en un gel de acrilamida 'I‘BE15% Dado que se estan amplificando secuencias repetitivas este ensayo suele
producir muchos artefactos experimentales por lo cual el diseño experimental debe ser cuidadoso, Como la telomerasa es sumamente sensible al calor se
puede controlar la especificidad de la reacción en un experimento en paralelo donde se inactivan los lisados por calor (lll), (YU es un lisado que se ha
utilizadopreviamente y se sabe que es positivo para telomerasa. Las células HEK293Tfueron crecidas y procesadas en paralelo con las Ecs-KSGI’FR de
modo que son utilizadas como contol de los métodos de lisis y extracción de la enzima, [TAS (Internal Template Ámplijication Sequence) es un control
interno de l’( 'Ri ('t-t sirve para controlar artefactos debidos a formación de dimeros de primers y contaminacion. ÏR8 es un oligonucleótido sintetico con
8 repeticiones telome'ricasque sirve como un standard para cuantificar la actividad positiva de la telomerasa en los extractos. Las diluciones seriadas de
los extractos celulares sirven para “eliminar "potenciales inhibidores de la telomerasa. B RÏ-PCR que corrobora que la hTERT (la subunidad catalitica
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células endoteliales humanas estan mediadas por un mecanismo alternativo (ALT) de

estabilización de telómeros que es independiente de la actividad de la enzima telomerasa.

Esta es la primera evidencia que un gen codificado por el Virus asociado al Sarcoma de

Kaposi (KSHV) tiene la capacidad de inmortalizar células endoteliales humanas.

3,3) La expresión de KSHV-GPCR en células endoteliales mantiene

elevada la expresión de KDR/VEGFR-Z .

Como se ha mencionado anteriormente (ver sección intro) el control de la expresión del

receptor KDR/VEGFR-Z juega un rol central en la supervivencia y proliferación de células

endoteliales. Además de ser una molécula clave en angiogénesis, KDR se encuentra

sobreexpresada en las células ahusadas y endoteliales de SK y en HUVECs infectadas in

vitro por KSHV (citas.....Flore 1998.).

Después de varios pasajes (pasaje lO) se decidió medir la expresión de KDR en las células

control (ECs-EGFP) y en las células HV-KSGPCR. Normalmente las células Huvecs

pierden gradualmente la expresión de KDR después de unos pocos pasajes in vitro y se

piensa que esta es una de las razones por las cuales las células endoteliales senecen al ser

"pasajeadas" in vitro .

Como se ve en la figura .... .. las células HV-KSGPCR (pasaje lO) muestran altos niveles de

expresión de KDR (comparables a los niveles de expresión de este receptor en HUVECs

"jóvenes"). En contraste y como era esperado las células HV-EGFP muestran muy bajos

niveles de expresión de este receptor.

Estos resultados sugieren fuertemente que los altos niveles de expresión de KDR

observados después de numerosos pasajes de las células HV-KSGPCR in vitro se deben a

la expresión ectópica de KSHV-GPCR en estas células.

Esta evidencia experimental sugiere que un gen codificado por KSHV/HHV-S puede

inducir la sobre-expresión de KDR/VEGFR-Z que se produce en células endoteliales

infectadas con KSHV in vitro (Flore 1998) e in vivo (en las lesione s de SK). Estos datos

indican’anque este oncogen viral tiene la habilidad de inducir angiogenicidad tanto en
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Discusión:

KSHV-GPCR es una oncoproteína viral y un

activador angiogénico.

KSHV es un y herpesvirus oncogénico que está implicado en la patogénesis del sarcoma

de Kaposi. Este virus codifica en su genoma para un número inédito de genes con

homologia a genes regulatorios celulares. Dada la ausencia de modelos animales para

estudiar el rol de KSHV en la patogénesis del sarcoma de Kaposi nosotros decidimos

utili/ar una estrategia de genes candidatos para evaluar si la expresión ectópica de

alguna de estas proteinas virales era capaz de inducir fenotipos relevantes a esta

patología.

El marco de lectura 74 (0RF74) de KSHV codifica para un receptor acoplado a proteína

G (KSHV-OPC R) que es activo constitutivamente ( es ligando independiente). Dado

que previamente se ha demostrado que GPCRs constitutivamente activados pueden ser

oncogénicos _vde que KSHV-GPCR es sumamente homologo al receptor hunnno de lL­

8 (una quemoquina angiogénica) nosotros pensamos que este gen viral era un excelente

gen candidato para inducir dos de los fenotipos, transfomiación celular _vangiogénesis,

que podrían ser relevantes en el contexto dela patogénesis del sarcoma de Kaposi.

KSHV-CPCR y transformación celular en NIH3T3:

Para evaluar el potencial oncogénico de KSHV-GPCR decidimos expresar este receptor

en células inmortali/adas de ratón (NIH3T3) y reali7ar el ensayo clásico de formación de

focos de transformación celular. Mediante este ensayo pudimos demostrar que KSHV­

GPCR induce reproduciblemente focos de transfomiación celular exactamente tres

semanas después de que las células lleguen a confluencia Cuando estas células

transformadas que expresan KSHV-GPCR se inyectan en el flanco de ratones desnudos

son capaces de producir tumores indicando que las consecuencias de la expresión de este

receptor viral son mucho mas diversas y complejas que la simple pérdida de el

mecanismo de inhibición por contacto.
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A pesar de que estos resultados no implican necesariamente que el potencial oncoge'nico

de esta proteina se manifieste en el contexto de la patogénesis del SK o de otras

enfermedades asociadas a KSHV, estos experimentos definen a KSHV-GPCR como a

un oncogen viral y muestran que el potencial patoge'nico de este y otros genes

codificados por KSHV pueden ser utili7ados para desarrollar modelos de patogenicidad

que son testeables experimentalmente.

Oncogenes líticos tempranos, KSHV, KSHV-GPCR y sarcoma de

Kaposi

Durante el transcurso de estas tesis se han descrito otros tres genes codificados por

KSHV (ORFK9 o leF, ORFKI y ORFKlZ o Kaposina) que pueden ser transfonnantes

cuando son expresados en células inmortali7adas de roedores y/o causar tumores en

modelos animales. De estos genes ORFKIZ y ORFK‘) son transcn'ptos latentes en las

líneas celulares derivadas de las PELs (82-84)

El hecho de que el ORF74 sea un gen litico-temprano impone ciertas mtn'cciones alos

escenarios donde este receptor viral podria actuar como oncogen ya que teóricamente

las células que expresan KSHV-GPCR están destinadas a morir en cuanto se alcance la

fase lítica tardía del ciclo viral. De cualquier modo es importante subrayar que la

definición de los patrones de expresión de las proteinas "pirateadas" es bastante difuso y

varia entre los distintos tipos celulares infectados (por ejemplo vlL-6 es latente en

células B _\'litico en células ahusadas, Moore 1996) y que el patrón de expresión viral

previo al establecimiento de las lesiones de SK en el progenitor circulante, y en las

infecciones "de novo" se desconoce.

Como se ha explicado en la sección de la introducción existen dos principales

paradigmas para la transformación celular inducida por virus oncogénicos de ADN:

En los pequeños virus de ADN los oncogenes siempre tienen un patrón viral de

expresión lítico temprano, pero únicamente manifiestan su potencial oncogénico cuando

accidentalmente se expresan durante ciclos liticos abortivos.

En el modelo de EBV las proteínas oncogénicas tienen un patrón latente de

expresión viral (latencia lll) y el potencial oncogénico-proliferativo de este virus es

controlado por el sistema inmune (ver sección intro..). Es por ello que EBV es un

potente agente inmortali'lante de células B in vitro a pesar de que in vivo la incidencia de

las enfermedades asociadas a EBV es muy baja. Mas allá de las obvias homologias de



secuencia genómica entre KSHV y EBV no hay ninguna evidmcia experimental ni

epidemiológica que soporte la idea de que los mecanismos de patogénesis entre ambos

virus sean similares (ver sección).

En síntesis en el primer modelo la contribución viral al proceso oncogénico es un

"accidente" que no esta relacionado con los patrones "norrmles" de expresión genética

viral ni con las estrategias directas de supervivencia del virus e ilustra algunos de los

mecanismos de oncogénesis que involucran genes con patrones de expresión litica

temprana . en el segundo caso la oncogenicidad viral es una consecuencia "normal" de la

infección persistente viral ya que forma parte una estrategia de adaptación viral que

amplifica el número de células del huésped infectadas asegurando la supervivencia viral

dentro de individuos inmunocompetentes.

Existen otros mecanismos oncogénicos virales que pueden explicar la capacidad

transformante de genes tempranamente líticos, como por ejemplo a expresión de genes

que inducen un "mutator phenotype”, inestabilidad genómica y/o “loops autócrinos" que

pueden transfomtan células por un mecanismo de “hit and run” de modo tal que en los

estadios finales de la progresión oncogénica (en las células tumorales) las oncoproteínas

virales no necesariamente se expresan (ver el modelo de la figura l).

Si KSHV-GPCR participa en la patogénesis del SK transformando células endoteliales

v/o ahusadas por alguno de estos mecanismos (figura 2) es materia de especulación

(aunque es posible testear experimentalmente si por ejemplo la expresión de KSHV

causa inestabilidad genómica).

La particular epidemiología, la compleja histología y el patrón de expresión de las

proteinas de KSHV en las lesiones del SK indican que el modelo de tumon'ge'nesis

probablemente sea diferente al de el resto de los vinis oncogénicos conocidos.

Paradójicamente, a pesar dela cantidad de genes potencialmente oncogénicos que este

virus posee. todavía nadie ha sido capaz de demostrar consistentemente que este virus

sea capaz.de transformar células in vitro ni explicar por que solo una fracción de los

pacientes inmunocompetentes infectados desarrollara alguno de los tumores asociados a

este virus (Boshoff 1998).

Efectos parácrinos de KSHV-GPCR: implicancia para la patogénesis del SK.
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Figura l: HTLV-l como modelo de transformación oncogénicapor “hit and run”.
HTLV-l es el agente etiológico de la leucemia/linfoma de células T en adultos (ATLL). Una vez que HTLV­
l infecta a una población de células T comienzan a expresarse las proteínas de este retrovirus, una de ellas,
Tax, es un transactivador que regula la expresión de IL-2 y el receptor de IL-2 (entre otros genes) de modo
que se crea un “loop autócrino” que genera la expansión policlonal de células T que finalmente se
inmortalizan. Estas células inmortalízadas acumulan mutaciones rápidamente por que Tax induce
inestabilidad genómica. Sorprendentemente en las células tumorales de ATLL no expresan proteínas virales
ya que las secuencias virales han sido seriamente delesíonadas, además estas células usualmente presentan
anormalidades citogenéticas y alteraciones oncogénicas como la inactivación de p53 y la pérdida de
heterozígosis de p16 (LOH). (tomado de Cesarman E. y Mesri E, 1999)
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Figura 2: KSHV-GPCR podría transformar células endoteliales humanas por un
modelo de “hit and run” análogo al de HTLV-l: KSHV-GPCRpodríaserexpresado
transientemente en las infecciones “de novo” o alternativamente expresarse en el contexto de ciclos líticos
abortivos. Dos consecuencias de la expresión de esta proteína viral en células endoteliales son la
inmortalizacíón y la expresión sostenida de proteínas que juegan roles clave en la proliferación y la
supervivencia de células endoteliales como VEGF-RZ/KDR y Tie-2 que podrían formar loops autócrínos con
VEGF. Si KSHV-GPCR induce inestabilidad genómica, al igual que en el modelo de Tax, KSHV-GPCR no
necesariamente tiene que expresarse en las lesiones del SK.
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Como se ha mencionado en la introducción es todavía objeto de discusión si el origen de

las lesiones del SK es neoplásico o se trata simplemente de una hiperplasia reactiva, lo

cual plantea también un interrogante sobre el impacto de los paradigmas clásicos de

transformación oncoge'nica viral en la comprensión de los mecanismos de patogénesis

del SK. De cualquier modo es claro que las citoquinas y factores angiogénicos juegan un

rol fundamental en desarrollo de esta patología En este sentido los posibles efectos

parácrinos de los genes tempranamente líticos codificados por KSHV podrian ser

particularmente relevantes ya que un pequeño número de células infectadas

productivamente podría estimular paracrinamente al resto de las células de la lesión (ver

modelo _vsección de discusión).

Dado que los factores angiogénicos son especialmente importantes en el desamollo _v

mantenimiento de estas lesiones decidimos investigar si la expresión de KSHV-GPC R

era capaz de inducir la secreción de factores angiogénicos.

Como se ha demostrado en la figura.. de resultados los medios condicionados

provenientes de las células NlH3T3 que expresan KSHV-GPCR son angiogénicos y su

angiogénicidad está mediada por VEGF. Estos resultados son particularmente relevantes

en el contexto de las lesiones de sarcoma de Kaposi ya que VEGF es un factor de

crecimiento para células ahusadas y endoteliales y además es uno de los principales

factoresangiogénicosconocidos. Ve, u ¡NJ ’¿I-Iw)s , ( <‘¿Of k ¿AS'V l.“
El sorprendente hecho de que una única proteína viral sea capaz de producir

transformación oncogénica y angiogénesis sugiere una conexión causal entre la infección

viral por KSHV y el desarrollo del SK, sin embargo estos resultados no prueban que

KSHV sea necesario para el desarrollo de esta patología ni definen conclusivamente el

rol de KSHV-GPCR en el proceso patogénico.

Alentados por estos interesantes resultados el año pasado Yang T (Yang T, 2000)

construyó un ratón transgénico que expresaba KSHV-GPCR bajo el control del

promotor de CD2 Wang T. , 2000). Este ratón desarrolló lesiones angioproliferativas

sorprendentemente similares al SK. Las lesiones comienun como placas eritromatosas _v

evolucionan como nódulos púrpuras o tumores que se desarrollan principalmente en la

piel _vde manera menos extensa en el intestino, corazón y músculo esquelético.

Histológicamente _val igual que en el SK los tumores angioproliferativos nodulares que

se ven en estos ratones forman espacios vasculares en forma de hendiduras que estan

rodeados por células ahusadas e inflamatorias y donde se evidencia la extravasación de

eritrocitos. También al igual que en el SK las lesiones son positivas para, VEGF y el
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Figura 3: Las expresión transgénica de KSHV-GPCR en ratones causa lesionessimilares
a las del sarcoma de Kaposi. (A)placacritromatosaen la oreja de estos ratones,posteriormentecuando
estas lesiones evolucionan se vuelven purpuras (B) y forman nódulos eritromatosos y tumores en las orejas. (C)
Cola, (D) nariz,(E) pata, (F) nódulos eritromatosos en la pared del intestino delgado (uno de ellos es indicado
con una punta de flecha blanca).(imágenes extraídas de Yaang T, 2000)

Figura 4: Imágenes microscópicas de las lesiones de los ratones transgénicos para
KSHV-GPCR. (A) Cola. Múltiples tumores angioproliferativoslocalizados en el compartimentodérmico de
la piel. (B) Cola. númerosos vasos que estan rodeados por estructuras compuestas por células endoteliales
ahusadas (C) Oreja. Se observan numerosos espacios vasculares irregulares que contienen eritrocitos. (D)
¡nmunohistoquímica con anti CD34 de una típica lesión linfoproliferativa de estos ratones, notese la gran
cantidad de células positivas para este marcador que estan presentes en las lesiones. (Imágenes tomadas de Yang
T, 2000)



marcador CD34 (que es un marcador de células hernatopoiéticas presente en células

endoteliales _vahusadas); llamativarnente muy pocas de las células presentes en las

lesiones expresan KSHV-GPCR sugiriendo un modelo parácrino indirecto de

proliferación de células endoteliales. Además las lesiones angiolinfoproliferativas

observadas en estos ratones posiblemente sean de origen hermtopoiético ya que si se

transplanta la medula ósea de los ratones que expresan KSHV-GPCR a ratones control

estos últimos desarrollan la enfermedad, sin embargo este grupo no ha podido

determinar aun si la célula precursora es una célula hematopoiética común o si

altemativamente se trata de una célula rara o inmadura como podría serlo un precursor

endotelial. Por razones desconocidas, pero relacionadas con la expresión de este

trangen. estos ratones no tienen células T, de este modo y al igual que en el SK estas

lesiones se desarrollan (al menos inicialmmte) en un contexto de inmunosupresión.

Estos fenotipos validan en un modelo animal los resultados que se habían obtenido

previamente en sistemas de cultivo de células (Bais, l998) y muestran como la expresión

KSHV-GPCR es suficiente para inducir enfennedades angioproliferativas

sorprendentemente similares al SK además ilustran algunos de los mecanismos

parácrinos por los cuales la expresión de un gen lítico temprano ,en un porcentaje

minoritario de las células de las lesiones, puede ser patogénico.

KSHV-GPCR, MAPKs y transformación oncogénica

Como se puede observar en la figura... la expresión de KSHV-GPC R en HEK293T

activa JNK _vp38 que son dos quinasas que típicamente responden a estímulos

inflamatorios, pero no ERKl/Z una quinasa que nom'ialmente responde a estímulos

mitogénicos. Estos resultados sugerían que KSHV-GPCR, una oncoproteína viral y un

activador angiogénico. podía reclutar vías de transducción de señales nomialmente

activadas por citoquinas inflamatorias que son factores de crecimiento de células

endoteliales _vdel SK.

Sin embargo estas observaciones. son simplemente una correlación y no implican que la

activación de las MAPKs (observada en HEK293T) este causalmente relacionada con

los fenotipos previamente observados como consecuencia dela expresión de KSHV­

GPCR en NlH3T3.

De hecho experimentos posteriores pennitieron demostrar que las vías de transducción

de señales activadas por KSHV-GPCR son dependientes del tipo celular donde se



expresa este receptor viral por ejemplo en COS7 KSHV-GPCR activa a ERKl/Z y a p38

pero no a JNK (Akrit 2000 y datos no mostrados) y en células endoteliales activa a

ERKI/Z (ver mas adelante) pero no a p38 (datos no mostrados).

Del mismo modo los fenotipos que son consecuencia dela expresión de este vGPCR

también varian según el tipo celular ya que induce transformación celular en NlH3T3

(Bais ¡998) y proliferación celular en NRK-49F (Arvanitakis 1997), pero induce

apoptosis en células B (E. Cesannan , comunicación personal), COS7 (Ganem) _v

también. si se sobreexpresa. en HEK293T (datos no mostrados).

Estos resultados ponen en evidencia limitaciones que son inherentes a los sistemas de

modelización in vitro que estamos utilizando ( transcripción regulada por promotores

constitutivos. expresión ectópica de las proteinas en células no infectables por KSHV.

análisis de fenotipo fuera del contexto virus-huésped, expresión de proteínas virales en

células de ratón inmortaliyadas etc.). A pesar de ello nuestros experimentos preliminares

en NlH3T3 son "parcialmente validados" por la potencial relevancia patogénica de los

fenotipos expresados en estas células y su coherencia con el fenotipo que se desarrollan

de los ratones transgénicos para KSHV-GPCR.

Por estos motivos se decidió utili7ar NlH3T3 como modelo unificado en donde estudiar

el rol de las MAPKs en el mecanismo de transfom‘nción oncogénica.

Los experimentos de activación de MAPKs por co-transfección transiente de KSHV­

GPC R _vversiones tagueadas de las quinasas en NlH3T3 fallaron sistemáticamente en

activar estas enzimas a pesar de que los controles positivos de estos experimentos

funcionaron (ver figura).

Como se ha comentado en la sección de intro, nuestra interpretación de estos resultados

es que la actividad constitutiva a nivel de acumulación de [P3 no necesariamente implica

que las MAPKs estén constitutivamente activadas, como las MAPKs forman pane de un

sistema de respuesta aguda a estímulos extracelulares, nuestra hipótesis es que los

mecanismos de regulación negativa de estas quinasas impiden que permanezcan

activadas por largos períodos de tiempo, por Io tanto su activación se hace evidente.

solamente cuando uno es capaz de activar agudamente a los efectores río arriba de las

MAPKs(receptores por ejemplo). El hecho de que ¡mo pueda observar activación

crónica de quinasas en células transfonnadas con large T (HEK293T _vC057)

probablemente sea una consecuencia de la saturación de los mecanismos regulatorios

debida a la sobreexpresión de las proteínas en estudio por la gran amplificación de los

plasmidos utilizados (que contienen un origen de replicación de SV40). Esta hipótesis



En esta serie de experimentos se demostró que INK y p38 tienai un importante rol y que

la via de ERKI/Z tiene una participación menor en la transformación oncogénica

inducida por la expresión de KSHV-GPCR en NIH3T3.

Estos resultados sugieren por primera vez que p38 una quinasa que normalmente

responde a estímulos inflamatorios, podría en ciertos contextos participar de procesos

oncogénicos.

Como se discutió en la sección de resultados estos experimentos son bastante complejos

debido a varios factores. entre ellos que la sobre-expresión de dominantes negativos

tiene efectos inespecificos, que además existe considerable cross-talk entre los distintos

caminos de transducción de señales y que a pesar de que las tendencias de los resultados

se mantienen entre distintos experimentos, los porcentajes de inhibición varian

considerablemente por motivos que no pudimos determinar experimentalmente.

Debido a ello el diseño experimental fue surmmente cuidadoso, sin embargo estos

resultados deben analizarse en el contexto de las restricciones que el uso de dominantes

negativos _\'este diseño experimental imponen.

Expresión de KSHV-GPCR en células endoteliales primarias humanas

(HUVECs).

KSHV-GPCR in vivo se expresa en endotelio ya que KSHV infecta células endoteliales

y que el precursor de las células ahusadas del sarcoma de Kaposi supuestamente es de

origen endotelial. En este sentido una de las mayores lin‘itaciones del modelo

transgénico de KSHV-GPCR es que el mini promotor de CD2 utilizado en estos

experimentos restringe la expresión de KSHV-GPCR a células T y NK, excluyendo al

precursor hematopoiético endotelial y de las células ahusadas de Kaposi que son

infectadas por KSHV, aunque existe la posibilidad de que CD2 se exprese

transientemente durante la maduración de los angioblastos. Adanás algunos de los

mecanismos claves de control que impiden la transfom1ación celular no están

conservados entre las células de ratón y las células humanas (ver mas adelante).

Por estos motivos decidimos estudiar el efecto de la expresión del GPCR viral en células

endoteliales primarias humanas. Con este propósito construimos un retrovirus

recombinante que codifica para una versión tagueada de KSHV-GPC R (HA-KSGPCR)

con el que fuimos capaces de transducir y posten'onnente seleccionar eficientemente



células HUVECs que expresaban establemente HA-KSHV-GPCR, creando de este

modo la linea celular ECs-KSHV-GPCR.

Utilizando el súper-agonista Gro-a fuimos capaces de demostrar que esta quemoquina es

capaz,de activar ERKl/Z especificamente en las células endoteliales que expresan HA­

KSHV-GPCR _vno en las células transducidas con EGFP o sin transducir, demostrando

que KSHV-GPCR es capaz de activar en células endoteliales a esta MAPK.

Fenotipo de las Células Ecs-KSGPCR

Las células ECs-KSGPCR sufren drásticos cambios fenotípicos que se evidencian

morfológicamente (forma ms ahusada y dendrítica, nnyor refringencia) _v

molecularmente (cambios en la estructura del citoesqueleto y secreción de

metaloproteasas). Ademas estas células no forman la monocapa en forma de empedrado

caracteristica de las ce'lulasendoteliales ya que no establecen uniones adherentes entre si.

Es interesante resaltar que las células transducidas expresaban PECAM indicando que se

trataba realmente de células endoteliales, a pesar de ello no pudo detectarse VE-caderina

en las células ECs-KSGPCR sugiriendo una explicación molecular para la falta de

uniones adherentes entre estas células.

Otra caracteristica de las células ECs-KSGPCR es la resistencia a la apoptosis por

deprivación de suero, llarnativamente este fenotipo puede ser inhibido específicamente

cuando se incuban estas células en presencia de lP-lO (que actúa como agonista inverso

de KSHV-GPCR).

Estos resultados demuestran que KSHV-GPCR media este efecto antiapoptótico.

Como Pl3K/Akt es una de las principales vías antiapoptóticas y se ha demostrado que

otros GPCRs tienen la capacidad de activar a Pl3K/Akt decidimos ver si KSHV-GPC R

era capaz. de activar a Akt.

Utilizando Gro-a como superagonista se demostró que KSHV-GPCR es capaz de

activar la via anti- apoptótica de transducción de señales de Akt.

Para demostrar que la activación de esta via estaba causalmente relacionada con el

fenotipo de resistencia a la apoptosis por deprivación de suero se incubaron las células

ECs-KSGPCR (o controles apropiados) en presencia del inhibidor fanmcológico de

Pl3K LY..... .. que inhibió dramáticamente el fenotipo antiapoptótico de las células

endoteliales que expresaban el receptor viral, notablemente este fenotipo puede ser

parcialmente rescatado (a bajas dosis de LY) en presencia de Gro-a.



Estos experimentos demuestran que KSHV-GPCR es capaz de activar

la via antiapoptótica Pl3K/AKT.

Es interesante resaltar el rol regulatorio que tiene Pl3K en la estructura del

citoesqueleto. sin embargo es necesario realizar experimentos adicionales para

determinar el rol de esta quinasa en las alteraciones en la estructura de actina observadas

en las ECs-KSGPCR. La via Pl3K/Akt juega también un rol sumamente importante en la

biologia endotelial. no solo está implicada en la diferenciación de células endoteliales

durante los procesos angiogénicos si no que también es uno de los mecanismos por los

cuales VEGF induce la supervivencia de células endoteliales. Normalmente la activación

de Akt por VEGF ocurre cuando el receptor de VEGF activado recluta a VE-Caderina,

remarcablemente en las ECs-KSGPCR, donde VE-caderina no se expresa, la via

PI3K/AKT es también activada, pero como consecuencia de expresión de KSHV­

GPC R.

Todos las características de las Ecs-KSGPCR mencionadas anteriormente son

reminicentes del fenotipo transformado, sin embargo será necesario realizar el

experimento de anchorag J independent growth 0 la formación de tumores en ratones

inmunodeficientes para poder definir si estas células están realmente transfonnadas y si

eventualmente son tumorigénicas.

Modelando el rol de KSHV enla patoge'nesisdel SK : lnmortalización

de células endoteliales primarias humanas por expresión de KSHV­

CPC R.

Como se ha discutido en la sección de resultados la expresión de KSHV-GPCR induce la

estabilización de la longitud de los telómeros por un mecanismo altemativo (ALT) que

es independiente de la enzima telomerasa y también la inmortali7ación de células

endoteliales.

En nuestro conocimiento, el ORF74 es el primer gm dmcrito de KSHV cuyo producto

es una proteina inmortalízante. Dada la importancia central que tiene la inmonaliLación

en los procesos oncogénicos (ver sección... de resultados y mas adelante) y que estos

experimentos fueron realizados en células endoteliales primarias humanas estas



observaciones podrian ser relevantes en el contexto de la patogénesis del SK ya que

sugieren uno de los mecanismos por los cuales KSHV, através de la expresión de

KSHV-GPCR, podría estar afectando dramáticamente la biología endotelial

contribuyendo de este modo al desarrollo de las lesiones del SK.

Dado que las células HUVECs utiliyadas en estos experimentos fueron transducidas con

retrovirus cabe la posibilidad de que los fenotipos observados sean una consecuaicia de

mutaciones originadas estocásticamente por la inserción retroviral en el genoma celular _v

que no este’nrelacionados con la expresión de KSHV-GPCR. Van'as líneas de evidencia

sugieren que este no es el caso ya que:

Nunca se observó inmortalimción de las células HUVECs transducidas con

retrovirus que codificaban para EGFP o AP y que fueron pasajeadas _vseleccionadas en

paralelo.

El fenotipo de las ECs-KSGPCR es reproducible: Si se transducen nuevamente

células endoteliales con el retrovirus que codifica para KSHV-GPCR se observa el

mismo fenotipo que el de las ECs-KSGPCR (aunque nunca se determinó si estas nuevas

células estaban también inmortalizadas)

Varios de los fenotipos anteriormente descriptos son incrementados por Gro-a e

inhibidos por lPlO indicando que KSHV-GPCR tiene un rol activo en el mantenimiento

del fenotipo de las ECs-KSGPCR.

Si Ia inmortalización fuera consecuencia de una mutación insercional se esperaría

que las células ECs-KSGPCR fueran clonales y nunca se ha observado la formación de

un "cuello de botella" _vla consecuente fom1ación de focos clonales resistentes a G418

durante el proceso selectivo.

Para determinar si el origen de las ECs-KSGPCR inmortalizadas era clonal o oligoclonal

( en general, por motivos que no se discuten en este texto, cuando se transduce con

retrovirus las poblaciones son oligoclonales como puede verse por ejemplo en Hahn W.

2000) se purifico ADN genómico de células que habían sido pasajeadas por mas de

cuatro meses en cultivo. se digin'ó con una enzima que corta el vector retroviral en un

único sitio (o en dos para controlar el proceso de hibridación y la calidad dela sonda) y

luego se realizó un Southem-blot utilizando como sonda una corta secuencia especifica

de KSHV-GPCR.

Como se ve en la figura la v como se esperaba la población de ECs-GPCR es

oligoclonal, sin embargo únicamente se observan dos bandas principales y tres bandas



mas tenues indicando que posiblemente exista un proceso de selección que favorece a las

subpoblaciones mayoritarias. Se desconoce si ello se debe a efectos transcripcionales

posicionales o a que otras mutaciones de origen desconocido favorecen selectivamente a

estas subpoblaciones. Se necesitan mas experimentos para determinar certeramente la

evolución de la oligoclonalidad en función del tiempo, pero el hecho de que nunca se

halla observado un cuello de botella durante la selección indica que este reemplazo es

gradual. Dado que fuimos aumentando gradualmente la dosis de G418 a la que

seleccionamos las células endoteliales (desde ZOOug/mlhasta 400ug/ml) una posibilidad

obvia es que hayamos seleccionado gradualmente las células en donde el sitio insercional

permitía una mayor actividad transcripcional de el gen que confiere resistencia a G418.

Otra posibilidad sumamente interesante es que la selección de determinadas

subpoblaciones este relacionada con el proceso de inmortalización (y posiblemente de

transformación) inducido por la expresión de KSHV-GPCR ya que normalmente la

expresión de oncogenes en células primarias activa p53 y p16 (que está en la vía de Rb)

los cuales inducen la senescencia prematura y eventualmente la muerte de estas células

(ver figura, Lin A, 1998).

Figura.. Los oncogenestransfonnantes usualmente inducen senescencia prematura

cuando se expresan en células primarias.

¿Son ,tal vez, las subpoblaciones prevalentes clones con mutaciones secundarias

capaces de controlar la eventual activación de p53 y p16 que se produce como

consecuencia de la expresión de KSHV-GPCR?

Para intentar responder esta pregunta hicimos experimentos preliminares de Westem­

blot con la idea de medir los niveles intracelulares de p53 y p16 en las Ecs-KSGPCR.
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Como puede verse en la figura los niveles de p53 son llamativamente menores que los de

las células control _vademás no se incrementan cuando se hambrea a las células

sugiriendo que de algún modo las células ECs-KSGPCR controlan los niveles de p53.

Sin embargo los niveles de p|6 son sorprendentemente altos y pueden ser incrementados

si se estimula a las células con Gro-a sugiriendo que las vias reclutadas por KSHV­

GPCR de algún modo activan la expresión de p16. A pesar de que pl() es un marcador

de senescencia. las ECs-KSGPCR están inmortali7adas, proliferan y muestran

caracteristicas que son reminiscentes al fenotipo transforrmdo. Estos resultados sugieren

que KSHV-GPC R. al igual que el resto de los oncogenes, es capa]. de controlar solo

parcialmente los mecanismos de TPA (Terminal Proliferation arrest) ya que ha pesar de

que las EC-KSGPC R están inmortaliladas y la longitud de sus telómeros está

estabiliyada, expresan altos niveles de pl 6, un porcentaje importante de ellas tiene

actividad endógena de B-galactosidasa ,que es otro marcador de senescencia (datos no

mostrados). _vproliferan mas lentamente que células HUVECs de bajo pasaje (Datos no

mostrados).

Weinberg _votros demostraron hace casi dos décadas que las células de ratón necesitan

un mínimo de dos eventos oncogénicos evmtos para transfonnarse (Land H, 1983),

estos resultados sugerian que las alteraciones genéticas actúan cooperativamente en la

transformación oncogenica. Sin embargo cuando se intentaron realiIar experimentos

similares con células humanas estos fallaron sistemáticamente, indicando que existen

importantes diferencias en los mecanismos de control de la transformación celular entre

roedores _vhumanos. Experimentos recientes han puesto en evidencia que estas

diferencias se deben mayormente a los mecanismos de control de la longitud de los

telómeros. Este año (Hahn W. 2000) el grupo dirigido por Weinberg R. pudo

transformar por primera vez una ce'lulaprimaria hunmna utili7ando elementos genéticos
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definidos. En este trabajo se demostró que el número de eventos minimo para

transformar una célula humana son tres ya que fue necesario expresar hTERT para

estabilizar la longitud de los telómeros y evitar la fase de crisis, el antígeno "large T"

para anular a p53 y Rb (inmortaliyación) y Ras como oncogen transformante para que

células humanas "normales" se vuelvan tumorigénicas (ver figura).

El hecho de que la expresión de KSHV-GPCR tenga distintos efectos bioquímicos y

biológicos dependiendo el tipo celular en donde se expresa y de que algunos de los

mecanismos básicos de transformación oncogénica sean diferentes entre las células

humanas y las de ratón subraya la imponancia dela experimentación en células

endoteliales primarias humanas.

Un aspecto interesante de KSHV-GPCR es que puede actuar como un oncogen

transformante (experimentos en NIH3T3 y resultados preliminares en ECs) pero también

actúa como oncogen inmonaliyante (experimentos m células endoteliales) lo cual

posiblemente disminuya el numero de eventos oncogénicos necesarios para transformar

una célula humana primaria (ver figura 5). Experimentos adicionales de cooperatividad

oncogénica entre KSHV-GPCR y los oncogenes previamente mencionados serán

necesarios para determinar si este es el caso.

Como se ha mencionado anteriormente, KSHV posee un número importante de genes

capaces de interaccionar con p53 y la via pló/Rb( figura l3) que podn'an cooperar

oncogénicamente con KSHV-GPCR en la transformación de células primarias

endoteliales humanas, algunos de ellos, al ser latentes, están constitutivamente

expresados en las células que KSHV infecta de modo que se co-expresan con KSHV­

GPCR, nosotros pensamos que seria sunnmente relevante evaluar el efecto de vGPCR

en células endoteliales que expresen por ejemplo vacD o altemativamente el cluster

completo de genes latentes de KSHV. Nuestros experimentos utilizando retrovirus

recombinantes anfotrópicos demuestran que es posible estudiar la biología de células
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primarias endoteliales humanas transducidas con genes de KSHV y de este modo

proponen una metodologia para modelizar la patogáresis del SK "reconstruyendo" paso

por paso utilizando elementos genéticos definido el genoma de KSHV en células

endoteliales primarias (que son infectadas por este virus en las lesiones del SK). Una

interesante variante “in vivo" de este mismo experimento comiste en transducir células

hematopoiéticas (humanas o de ratón) con estos retrovirus que codifican para genes de

KSHV candidatos _v""reconstituir" mediante el transplante de medula ósea “infectada”

el sistema inmune de ratones “huésped” previamente irradiados, para ver si de este modo

podemos recapitular "in vivo" la patogúresis de las lesiones del SK.

Como se ha mencionado en la introducción, a pesar de la abrumadora evidencia que

sopona la idea de que KSHV es el agente etiológico del SK la demostración formal del

rol causal de KSHV en el desarrollo del SK depende de la creación de modelos animales

de patogenia _vde infección. A pesar de ello es importante resaltar que KSHV es un virus

que infecta especificamente células humanas y que no se conocen enfermedades similares

al SK en animales; es factible que la patología del SK dependa de características

biológicas que son inherentes a los humanos y la modeli7ación en aninnles de los

patologías asociadas a KSHV no sea posible. Altemativamente los sistemas

experimentales que proponemos en ste trabajo, no permiten probar causalidad, pero han

demostrado ser una poderosa herramienta en la comprensión de los potenciales

mecanismos moleculares de patogénesis de este virus y tal vez contribuyan a la

entendimiento de los proceso linfoproliferativos y angiogénicos en general y en

particular al desarrollo de terapias mas racionales para el tratamiento de las

enfermedades asociadas a la infección a la infección con KSHV.



Conclusiones:

KSHV (Kaposi Sarcoma associated Herpes Virus) es un y herpesvirus oncogénico que está

implicado en Ia patogénesis del sarcoma de Kaposi. Este virus codifica en su genoma para un

número inédito de genes con homología a genes regulatorios celulares que podrían ser

oncogénicos y/o angioge’nicos.Dada la ausencia de modelos animales para estudiar el rol de

KSHV en la patogénesis del sarcoma de Kaposi se decidió utilizar una estrategia de genes

candidatos para evaluar si la expresión ectópica de alguna de estas proteínas virales era capaz

de inducir fenotipos relevantes a esta patología.

El marco de lectura 74 (ORF74) de KSHV codifica para un receptor acoplado a proteína G

(KSHV-GPCR) que es activo constitutivamente (es ligando independiente). Anteriormente se

había demostrado que GPCRs constitutivamente activados pueden ser oncogénicos y de que

KSllV-GPCR es sumamente homologo al receptor humano de lL-8 (una quemoquina

angiogénica). Las evidencias anteriormente mencionadas sugerían que este gen viral era un

excelente gen candidato para inducir dos de los fenotipos, transformación celular y

angiogénesis, que podrían ser relevantes en el contexto de la patogénesis del sarcoma de

Kaposi.

En este trabajo, mediante el ensayo de formación de focos (FFA), se demostró que, en

fibroblastos inmortalizados de ratón (NIH3T3), KSHV-GPCR induce reproduciblemente

focos de transformación celular exactamente tres semanas después de que las células lleguen a

confluencia. Cuando estas células transformadas por KSHV-GPCR se inyectan en ratones

“nude” causan tumores tumores indicando que las consecuencias de Ia expresión de este

receptor viral son mucho mas diversas y complejas que la simple pérdida de el mecanismo de

inhibición por contacto y que son capaces de formar tumores “in vivo”.

Estos resultados demuestran inequívocamente la actividad oncogénica de KSHV-GPCR en las

células NlH3T3. El potencial patogénico de esta proteina viral sugiere que podría participar

en los procesos de transformación celular mediados por KSHV.

La angiogénesisjuega un importante rol en la patogénesis del sarcoma de Kaposi.

Las lesiones de SK se forman como consecuencia de la activa proliferación de células

endoteliales y ahusadas (supuestamente de origen endotelial) que según algunos experimentos

y análisis de las lesiones, en los estadios iniciales de la enfermedad, no estarían

completamente transformadas pero que serían sumamente angiogénicas.



En los mamíferos adultos las células endoteliales son normalmente quiescentes y solo se

activan angiogénicamente en situaciones muy definidas como el ciclo menstrual de las

hembras o en situaciones patológicas ( cura de heridas, regeneración de órganos,

oncogénesis).

El "switch angiogénico" en un tejido o tumor está controlado por el balance relativo entre

inhibidores y activadores de la angiogénesis que se hallan presentes sistémicamente y en el

micro ambiente donde estas células se encuentran. Se trata pues de un mecanismo sujeto a

estrictos controles regulatorios.

KSHV-OPCR es una proteina viral candidata a ser un activador angiogénico ya que tiene un

alto grado de homología con el receptor de la quemoquina angiogénica lL-8 (Kolch ¡992) e

induce actividades transcripcionales que podrían regular la expresión de factores angiogénicos

como VEGF y bFGF (Arvanitakis ¡997).

Utilizando los ensayos de proliferación de células endoteliales y el de morfogénesis vascular

"in vitro” se demostró que los medios condicionados provenientes de las células NlH3T3 (no

transformadas y transformadas) que expresan KSHV-GPCR son angiogénicos y que Ia

angiogenicidad está mediada por VEGF. Estos resultados demuestran que la expresión de

KSHV-GPCR es suficiente para inducir un desbalance entre los activadores e inhibidores de

la angiogénesis activando de este modo un switch angiogénico ( Hanahan D y Folkman J.

¡996) mediado por VEGF que podría parácrina y/o autócrinamente incrementar la

proliferación de células endoteliales y la formación de vasos en las lesiones del sarcoma de

Kaposi.

A pesar de la abrumadora evidencia que señala al virus KSHV como agente etiológico del

sarcoma de Kaposi no se ha podido hasta la fecha demostrar formalmente causalidad. Los

experimentos previamente mencionados representan una de las primeras evidencias

experimentales que muestran que el virus KSHV posee la maquinaria molecular capaz de

causar los fenotipos patológicos más característicos del sarcoma de Kaposi.

El trabajo realizado anteriormente en esta tesis también sugiere que KSHV-GPCR es un

oncogen viral que tiene la capacidad de activar vlas de transducción de señales, que en células

de mamífero como las NlH3T3, son capaces de desencadenar procesos de transformación y

tumorigenicidad.

En consecuencia, Se realizaron una serie de experimentos para poder estudiar las cascadas de

señalización que resultaban activadas por KSHV-GPCR en células de mamífero y en

particular en las células NlH3T3. Utilizando el ensayo de quinasas “in vitro” se demostró que

KSHV-GPCR activa en las células HEK293T a p38 y JNK, dos miembros de la familia de las



MAPK que son activados por estímulos inflamatorios y de Stress. Sorprendentemente la

MAPK ERK-Z que resulta activada por estímulos proliferativos y que interviene en el

mecanismo de transformación de numerosos oncogenes no resultó activada en este ensayo. En

este trabajo también se demostró que, en las células NlH3T3, KSHV-GPCR activa miembros

de la familia dc las MAPK y como consecuencia de ello es capaz de regular elementos

transcripcionales relacionados con la proliferación celular (SRE) y la inflamación.

Experimentos realizados con dominantes negativos demuestran la importancia de la

activación de las cascadas pro-inflamatorias en el mecanismo de transformación celular

inducido por expresión de KSHV-GPCR.

En la parte final de esta tesis se construyo un sistema de transducción retroviral mediante el

cual se pudo expresar KSHV-GPCR en células endoteliales primarias humanas, que son

células blanco del virus KSHV. La expresión de esta proteína altera dramáticamente la

morfología endotelial, induce rearreglos en el citoesqueleto e incrementa la secreción de

metaloproteasas.. Notablemente las células endoteliales mantienen constante la longitud de

sus telómeros por un mecanismo alternativo que es telomerasa independiente (ALT) y se

inmortalizan como consecuencia de la expresión de KSHV-GPCR . Los mecanismos

moleculares que permiten incrementar la supervivencia de estas células incluyen la activación

de la vía anti-apoptótica AKT/PKB y la expresión sostenida de receptores angiogénicos (algo

que nunca se había logrado anteriormente en cultivo de células endoteliales humanas “in

vitro”).

Estos resultados tienen implicancias que conciernen al rol de KSHV en la patogénesis del

sarcoma de Kaposi ya que muestran que KSHV-GPCR puede ser un determinante patogénico

de este virus involucrado en procesos de transformación y activación angiogénica en las

células endoteliales y tumorales de las lesiones.

WM ¿Kan,/'«'—fi‘
/ Lic. Carlos E. Bais Dr Enrique A, Mesn
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Máteriales y métodos:

Medios de cultivo:

Células endoteliales ( HUVECs e lBMECs):
o Crecimiento: M199, 20% FBS, 4ngml bFGF,P/S 1%
o Ensayos de proliferación: M199, 10% CS, P/S 1%
o Hambreado (medio libre de suero): medio X-Vivo

Células NlH3T3:
o Crecimiento: DMEM, CSIO%, P/S 1%
o Hambreado: DMEM, HEPES lOmM

Células HEK293T, Fenix, y Cos7
o Crecimiento: DMEM, FBSIO% Hl, P/S 1%
o Hambreado: DMEM, HEPES lOmM.

Mantenimiento de células:

Todas las líneas celulares fueron cultivadas en una incubadora a 37°C y a una presión de
C02 del 5%.

(‘omo regla general nunca se dejó que las lineas celulares lleguen a confluencia (ya que
esto disminuye la eficiencia de transfección y que en el caso de las NlH3T3 aumenta el
porcentaje de transformantes espontáneas)
Las células se pasajearon regularmente utilizando Tn'psina/EDTA para despegarlas.
Las células endoteliales fiJeron cultivadas en placas primarias o recubiertas con gelatina.

Ensayos Angiogenicos:

o Ensayo de proliferación/supervivencia:
Para el ensayo de proliferación se plaquearon 10.000 Huvecs por well
(12 well plate) en placas sin gelatina utilizando como medio
DMEM/CS 10% más 10% de medio condionado o dosis crecientes de
VEGF para los controles positivos.5 días despues las células fiJeron
tripsinizadas y contadas utilizando un contador de células (coulter
counter).

o Ensayo endotelial de formación de estructuras tubulares:
Para estos ensayos se cubn'eron las placas con matrigel (collaborative
Biomedical Prodcts).Este maten'al es líquido a 0 C pero se solidifica
a temperatura ambiente de modo que se mantiene ñmdido en hielo y



se vuelca sobre las placas en estado líquido.Se incuban las placas a
37C (para solidificar el matrigel) y luego se plaquean 10.000 células
endoteliales en DMEM/CS]0% por l8-24hs.

Transfección de céltLas NlH3T3 con Ligofectamina gGlBCO
BRL)

Este protocolo es para transfectar células creciendo en placas de 30mm de diámetro (tipicos
six well plates) si se cambia el número de células a transfectar el protocolo debe ajustarse
proporcionalmente de acuerdo con la superficie de la placa en donde se va a realizar el
experimento.

l. El dia anterior a la transfección se deben plaquear aproximadamente 120.000
células por placa (la idea es que esten al 60-80% de confluencia en el
momento de la transfección).

2. 18/24hs despues se mezclan N x lOOulde DMEM SF (sin agregado de
suero) con N x Zug del ADN que se desea para transfectar N placas con ese
particular ADN(Sc. A)
simultáneamente se prepara una solución que contiene N x 100ul de DMEM
SF con N x 6ul de lipofectamina para transfectar N placas.(SC. B)

4. Se mezclan leOOul de SC. A con Nx100ul de SC B (200ul totales por
placa) y se incuba a temperatura ambiente durante 30-45' hasta que los
complejos de liposoma y ADN se formen.

b.)

5. Mientras tanto se lavan las células en las que se va a realizar la transfección
descartando el medio de cultivo y remplazandolo por 2m] de DMEM

6. Despues de los 45' de incubación de los complejos se agregan Nx800ul de
DMEM SF (SC. C)

7. Sacar las placas del incubador de 37C , descartar el medio que tienen
(DMEM) y remplazarlo por lml de la (Sc. C)

8. lncubar durante 5hs (la lipofectaminay luego agregar lml de DMEM/CS
20% (esto es para que las ceelulas se recuperen)por placa incubar hasta el
dia siguiente (0/N)

9. Remplazar el medio de transfección por 2m] de DMEM/CS l0% fresco

Eficiencia de transfección: aproximadamente 50%
DMEM=DMEM sin suero (el suero inhibe la transfección con lipofectamina)

Estudios de genes reporteros:

l. ¡20.000 células NlH3T3 fiieron plaqueadas por well (six well plate) 18-24hs
antes de la transfección.



Las células fiJeron transfectadas a aproximadamente a 65% de confluencia con
lipofectamina siguiendo el protocolo especificado previamente.
A la mañana siguiente se remplaza el medio por DMEM/ HEPES lOmM y se
deja a las células hambreandose por 24-36hs (esto se hace por que varios
ligandos presentes en el suero son capaces de activar las mismas vias de
transducción que uno esta midiendo disminuyendo de este modo
considerablemente la sensibilidad de este sistema para detectar activaciones
especificas).
Se cosechan las células lisandolas con el bufi'er de lisis pasiva de Promega y se
procede a la medición luminométrica de la actividad enzimática siguiendo el
protocolo provisto para el sistema Dual reniIa/luciferasa de Promega.
Los niveles de activación son el promedio de varios experimentos repetidos por
triplicado y se obtienen de la proporción entre la actividad de luciferasa (que
refleja la actividad del gen reportero) normalizada por la eficiencia de
transfección de cada ensayo ( cuantificada a través de la actividad
transcripcional de el vector constitutivamente activo CMV/renila).

Producción (¿eretrovirus en las líneas empaquetadoras fenix

Día 0:
El dia anterior de la transfección se plaquean aproximadamente 1.800.000 células
empaquetadoras "de pasajes tempranos"por placa de 6cm (el número de células que
produce el mayor titulo viral varia para cada diferente constructo). Es muy
importante agitar la placa "en cruz" para que la distribución de las células sea
homogenea.

Día l: Transfección de células empaquetadoras

l. Delicadamente (este tipo de células se adhieren muy debilmente a las placas) se
remplaza el medio por 3ml de medio nuevo y 5' antes de agregar la mezcla de
transfección se agregan a cada placa 25uM final de cloroquina (la cloroquina
inhibe las DNAsas lisosomales duplicando de este modo el titulo viral. Si no se
necesitan alcanzar muy altos títulos virales o si el constructo a utilizar es tóxico
no se recomienda utilizar cloroquina, por ejemplo para la producción de
particulas retrovirales que codificaban para KSHV-GPCR no se utilizó
cloroquina).
Usando el protocolo standar de transfección por CaCl2 se transfectan las células
con aproximadamente 5-8ug de plásmido (nuevamente la cantidad optima de
plásmido tiene que ser optimizada para cada constructo, en el caso de KSHV­
GPCR fue de 4,5ug). Si el vector retroviral que se esta utilizando no codifica
para un gen reportero mezclar 0.5ug de un plásmido de expresión que incluya el
gen de B-gal (u otro gen reportero) con la mezcla de transfección para
cuantificar la eficiencia de transfección.



3. ths mas tarde ( la cloroquina empieza a ser tóxica despues de 10-l2hs) se
cambia el medio por 3ml de medio fresco y se incuba por 24hs a 32C (las
particulas virales son mas estables a esta temperatura, si no se tiene una
incubadora a esta temperatura se puede ¡ncubar a 37C).

4. iv) Si se desea calcular el título viral plaquear unas 100.000 NIH3T3/ por placa
de ócm

Día 2-3: Colección de particulas virales, determinación de la eficiencia de
transfección e Infección con retrovirus .

24 después de la transfección las células empaquetadoras deben estar prácticamente en
confluencia. Si las células están a menos de 80% de confluencia probablemente la proteína
codificada en el retrovirus recombinante sea tóxica para estas células, si este es el caso se
recomienda empezar el experimento de vuelta aumentando el número de células plaqueadas
inicialmente, disminuyendo la cantidad de plásmido transfectado y/o eliminando la
cloroquina.

lo

Reemplazar el medio por 3m| de medio fresco (opcional) e incubar las células a
37C

Entre 36hs 72hs después de la transfección se colectan los retrovirus (generalmente
el pico es a las 48hs aunque se pueden recoger virus cada 12hs (a partir de las 36hs
y hasta las 72hs) sin considerables diferencias de título.
Para colectar el vian se recoge el medio, se centn'fiJga a l300g 5' o alternativamente
se puede filtrar (filtros de 0.45um con baja afinidad por proteínas) y se guarda el
sobrenadante viral del siguiente modo:

a. a 4°C si se va a infectar en ese o en los próximos días.
b. Se congela rápidamente en hielo seco o nitrógeno liquido (snap shot) y se

guarda a -7OC hasta que se utilice (en cada ciclo de congelamiento­
descongelamiento se pierde aproximadamente la mitad del titulo viral)

Teñir las células empaquetadoras para "cuantificar" la eficiencia de transfección
(esto es para estar seguro que las diferencias de títulos virales no se deben a
distintas eficiencias de transfección)
Para calcular los títulos virales cambiar el medio de las NIH3T3 y agregar 2ml de
medio y agregar Sugjml de polibreno 5' antes de la infección.Si el marcador es B­
gal o AP diluir seriadamente el sobrenadante viral (¡/10 hasta 1/l0000000) y
agregar lml de cada sobrenadante viral en cada placa. Para EGFP o cualquier gen
detectable por FACS infectar con lml, lOOul, lOul o Iul.000
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Protocolo general de Western-blot

Protocolo general para 200.000 células endoteliales plaqueadas en multiplacas de 30mm de
diametro ( “6 well plate” )

A) Blotteo de proteinas:

i)Plaqueo:

ii)Lisis:

Las células fueron plaqueadas en placas pn’marias o
alternativamente en placas previamente recubiertas en
gelatina (2%) Usualmente se dejó que las células se adhieran
O/N y a la mañana siguiente, en el caso de los experimentos
de quinasas, después de lavar con PBS se cambió el medio
por medio libre de suero (X-Vivo) en donde se incubarón a las
células 24hs mas (esto es para disminuir los niveles basales de
activación de las quinasas).

Las células se estímularon con los tratamientos
correspondientes y fiJeron lisadas directamente en lOOul de
“cracking buffer” IX con ayuda de un “srcaper”, estos lisados
fueron luego colectados en tubos eppendorf previamente
enfriados en hielo, que se vortexearon por lO’ (para facilitar la
lisis y para romper el ADN genómico), luego calentados a
95°C por 5’ y enfn'ados en hielo nuevamente.

iii) SDS-PAGE y transferencia:
Aproximadamente 20ul de cada muestra fueron utilizados
para sembrar en un gel chico (10cm xlOcm) de
poliacridamida (12.5%) y 50ul para uno grande. La membrana
de transferencia, PVDF, fije activada en MEOH por 20” y
lavada por 20” en agua. Luego se realizó la transferencia
(1,5hs a 100V o 25V O/N) después de lo cual la membrana de
PVDF file secada en papel 3MM

B) Bloqueo de membrana e incubación con anticuerpos (volumenes para 100cm2
de membrana).

¿WN?­

Reactivar la membrana (20” MEOH y 20”agua)
Bloquear en 10% de TEST/leche por l h.
Lavar la membrana 5’ (X3) en 15ml de TBST.
Diluir el anticuerpo pn'mario en la proporción adecuada (ver
mas abajo) en 10ml de 5% TEST/leche e incubar la
membrana en esta solución (O/N a 4°C)
Recuperar la solución con el primer anticuerpo (puede
guardarse a —20°Cy reutilizarse hasta 3 veces) y hacer dos
lavados rápidos en l5ml de TBST, uno de l5’ y dos de 5’.
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6. lncubar la membrana con lO ml dela dilución anticuerpo
anti-HRP (¡22000 en 5% de TBST/leche) por lh.

7. Lavar como en 5.

C) Detección de proteínas:
o Se utilizó la técnica de ECL ( Amersham. Cat #..) según

se indica en el manual de instrucciones.

Dilucionesde primeros anticuerpos para WB:

Anticuerpos fosfoespecificos( dilución l:l000):
o Phospho-p44/p42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204)

Antibody. New England BioLabs. Cat. # 910] S
o PhosphoPlus Akt (Ser473) Antibody Kit (incluye

anticuerpo general anti- Akt) .Cell signalingCat #9270
o PhosphoPlus p38 MAPK (ThrlSO/TyrISZ) Antibody kit

(incluye anticuerpo general anti- p38) Cell signaling.
Cat.# 92l0

Anticuerpos anti MAPKs (dilución 1:500)
o ERK-2 (C-l4). Santa cruz. Cat.# sc-I54
o P38 (C-20)-G. Santa Cng. Cat. # SC-S35-G
o Purified Mouse Anti-Human INK]. PharMingen. G151­

333

Anticuerpos anti-“Gatekeepers” (2ug/ml)
o Pun'fied Anti-Human pló/ink4 monoclonal antibody.

Phanningen.Cat#l3381A
o Purified Anti-Human p53 monoclonal antibody.

Phanningen.Cat#1579lA

AnticuerposAnti-HA.” (l:l000):
o Monoclonal antibody, HA.] l. Babco/COVANCE.

Catalog # MMS-lOlR

Soluciones (WB):
o TBS 1x: 20mM Tn's pH 7,4

SOOmM NaCl

o TBST: TBS + 0.1% Tween 20

o TBST/leche: TBST con 5 o 10% (segun indique el
protocolo) de leche en polvo deshidratada y descremada.



o SDS-Sample buffer:
62.5mM Tris HCl
2% WN SDS
10% glicerol
SOmM DTT
0.1% azul de bromofenol

o Buffer de transferencia:
Tris-gly buffer (BioRad)
20% MEOH

o Buffer de corrida:
Tris-gly-SDS (BioRad)

“Stri ¡n ” de los inmunoblots en membranas de
PVDF

Para poder reutilizar la membrana “blotteada “ es muy importante no dejar que se
seque nunca entre los ciclos de inmunodetección ya que los anticuerpos quedaran
permanentemente fijados si la membrana accidentalmente se seca. Se recomienda
guardar las membranas en bolsas de nylon selladas que contengan TBST.

l .

2.

1J.

Sumerga el blot 30’en una solución a 50°C de: lOOmM2­
mercaptoetanol (B-MSH), 2%SDS, 62,5mM de Tn's-HCl a pH 6,7.
Lave la membrana profiisamente en TBST hasta uqe no quede olor
a B-MSH.
Proceeder al bloqueo de la membrana y luego continúe con el
protocolo “standard”de WB.

TRAP (Telomerase Repeat Amplification
Protocol)

Para el experimento de TRAP se utilizó el kit de TRAPeze Telomerase detection
kit ( lntergen Company; Catalog # 87700) según el protocolo que recomienda la
compania que lo manufactura, con la única modificación de que se utilizaron 26
ciclos de PCR en vez de 27.

Los productos de amplificación radioactivos fiJeron resueltos en un gel de
poliacrilamida 12,5% (acrilamida/bisacrilamida 19:1) no desnaturalizante (sin
urea) en 0.5X TBE. Una vez que el Xylene cyanol reconió el 75% del gel, la
corrida fiJe detenida, el gel secado y luego visualizado por autorradiografia.



Ensayo de guinasas “in vitro”

Plaqueo de Células (día 0):
EI dia anterior a la transfección se toma N placas de células de lOcm de
diámetro a 80% de confluencia y se replaquean en la siguiente proporción:
Cos 7: en 5-8 placas de 6cm
HEK293T: en lO-lS placas de 60m
NIH3T3: Usar placas de IOcm según el protocolo de transfección con
lipofectamina (el protocolo es para placas de 35mm ajustar en proporción a la
superficie).

Transfección (día l):
Transfectar según los protocolos de DEAE Dextran para Cos7, CaCl2 para
HEK293T y lipofectamina para NIH3T3.
Para HEK 293T y Cos7 usualmente 0,5ug del plásmido codificante para la
quinasa tagueada y lug de plásmido “inductor” son suficientes. Para NlH3T3
agregar la cantidad máxima de ADN posible en la proporción “vector
quinasa” l :2 “inductor”.

Hambreado (día 2-3):
Usualmente 24-36hs después de la transfección se hambrean las células de 4­
ths para bajar al minimo los niveles de activación endógena de las quinasas.
También es importante para el ensayo de JNK que las células no alcancen la
confluencia antes de ser lisadas ya que esto aumenta dramáticamente el
background.

Lisis, IP y ensayo de quinasas in vitro (día 3-4):
Como p38 y JNK son enzimas que son activadas por stress es conveniente ser
extremadamente cuidadoso en la manipulación de las placas con las que se
piensa hacer experimentos con estas quinasas. Se recomienda no manipular mas
de dos placas a la vez y ponerlas en hielo inmediatamente después de sacarlas
del incubador. En los experimentos donde se indica las células fiieron incubadas
por 20’ antes de ser cosechadas con lOug/ml de ansisomicina (controles
positivos de JNK y p38)
Si se usan células HEK293T hay que ser especialmente cuidadoso en los
procedimientos de lavado por que se adhieren muy debilmente a la placa (se
recomienda agregar el PBS contra el borde de la placa).

Descartar el medio y lavar una vez con PBS (previamente enfiiado en hielo)
Agregar inmediatamente 600ul de lisis buffer (a 4°C) por placa de 6cm o
lml por placa de lOcm.
“scrapear” y transferir los Iisados a tubos eppendorf previamente enfiiados y
rotulados.
Agitar IO' a 4°C
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6) Centrifugar lO' a l2000g (4°C)
7) Transferir los sobrenadantes a nuevos eppendorf (previamente enfn'ados y

rotulados). Si se desea en este momento se pueden congelar los lisados a —
70°C para ser utilizados cuando sea conveniente. Agregar lul de anticuerpo
anti- HA. l l (Babco/COVANCE catalog # MMS-|01R) o alternativamente
2ul del anticuerpo anti-quinasa endógena que se intenta medir.

8) Incubar por 2hs en un agitador orbital a 4°C.
9) Agregar 25ul de una suspención de “gamma binding beads" (Phannacia).
lO)Agitar (fuerte) lh a 4°C
l l)Centrifi.igar a |2000g l5’ y descartar el sobrenadante usando una pipeta

pasteur y una bomba de vacío para succionarlo.
l2) Lavar 3 veces con lml de lisis buffer frio (hacer un spin down entre cada

lavado).
13) Lavar l vez con lml de agua fn'a
l4) Lavar una vez más con lml de buffer de quinasa y succionar

cuidadosamente todo el líquido
IS) Agregar 30ul de buffer de quinasas radioactivo
ló) Incubar por 30' a 30°C si esposible con agitación y atrás de una pantalla

protectora de acn'lico.
17)Terminar la reacción agregando 6ul de “protein loading buffer” 5X y luego

calentar las muestras por 5’ a 95°C. Opcional: congelar las muestras si se
desea seguir con el experimento en otro momento (Dada la corta vida media
del P32 no se recomienda congelar las muestras por mas de l5días).

¡8) Sembrar el contenido total de cada eppendorf (incluyendo las beads)
cuidadosamente en las calles del gel.y también MWM apropiados.

¡9) Resolver en un SDS-PAGE lO 015% según corresponda
20) Los niveles de fosforilación del sustrato se visualizan por autorradiografia y

los niveles de expresión de las quinasas por Westem-Blot

Soluciones:

lïui'l'ivi'dr“ ¿IMM-Ji 50ml

l%Triton x-lOO 5ml 100%

10% glicerol 50ml 97%

l37mM NaCl l3.7ml 5M

20mM Tris-HCl

pH7.5
lOml lM pH 7.5

lug/ml
aprotinina y
leupeptina

Stock lOOOX:lmyml 50ul

lmM PMSF Stock lOOX: lOOmM SOOul

20mMNaF Stock 50X: 1M lml

lmM NaPPi Stock lOOX: 0, lM 500ul
lmM NaiVO4 Stock lOOOX: lM 50u|



Bulïer de reacción de quinasas
¡2.5mM MOPS pH 7,5
l2.5mM B-gicerolfosfato
7.5 mM MgClz

0,5 mM EGTA
0,5mM NaF
0,5mM Vanadato

Buffer de quinasas radioactivo (por cada 30ul de reacción):
luCi de ATP yfl
20uM ATP (“frio”)
3,3 mM DTT

2ug de GST-ATF-Z para los ensayos de JNK y p38 y para medir la actividad de
ERK usar lOug de MBP por reacción
Completar hasta 30ul con el buffer de reacción de quinasas

Tinción X-Gal

Remover el medio de las placas y lavar las células en PBS.
Fijar las células en PBS/glutaraldehido 1% por 5’
Lavar cuidadosamente 3 veces con PBS y un último lavado de 5‘
Agregar 2mI/placa de 30mm del buffer de tinción X-Gal. Usualmente las
células azules comienzan a verse unas horas después del inicio de la tinción
y optimamente después de l2-24hs.

#935).­

Solucion: Buffer de tinción X-Gal

*Stock (IX): SmMK+ Fem'cianuro .
SmMK+Ferrocianuro Ü Im
2mM MgClz
lmgjml X-Gal (agregar a último momento diluyendo el X­

Gal en DMSO a razón de lmg/20ulDMSO)

*Estab|e a 4°C por mas de l año



Tinción reveladora dela actividad enzimática de
fosfatasa alcalina (AP):

l Preparar fresco 66ul NBT/ 10ml AP buffer y agregar 33ul de BCIP.
2. Remover el medio de las placas y lavar las células en PBS.
3 Fijar las células en PBS/glutaraldehido l% por 5’

Lavar cuidadosamente 3 veces con PBS y un último lavado de 5’.
4. Agregar 2ml por placa, agitar suavemente a RT e incubar hasta que este

suficientemente obscuro (30’-lh).
5. Parar la reacción cambiando la SC. Por PBS/EDTA 20mM y guardar

indefinidamente a 4°C.

Soluciones stock (guardar por mas de l año a 4°C)
o NBT: 500mg NBT (BioRad) en 10ml 70% dimetiformamida
o BCIP: 500mg BClP (BioRad) en lOml 100% dimetilformamida
o AP buffer: lOOmM NaCl, SmM MgClz. lOOmM Tn's (pH 9.5)

Plásmidos y constructos:

El vector pCDNA3/KSHV-GPCR se digirió con las enzimas de restn'cción Hindlll y Notl y
luego el inserto (KSHV-GPC R) fije subclonado en pCEFL obteniendose el plasmido
pCEFL-KSHV-GPCR .
PCEFL-HA-KSHV-GPC R y pCEFL,AU5-KSHV-GPCR fueron construidos amplificando
por PCR(*) la secuencia de KSHV-GPCR y clonandolas en el sitio Bglll de HA-pCEFL y
de AUS-pCEFL.
Los pn'mers utilizados (GGAATTCTGGAGATCTATGGCGGCCGAGGATTTC Y
CACTAAACAGATCTTTTGGGATCAGACCCCTCAT) fiieron diseñados de modo tal
que los extremos de los productos de amplificación contuvieran sitios Bglll y de que este
inserto clonado en el sitio Bglll de pCEFL-HA estuviera en el marco de lectura correcto,
es decir que al traducirse generara proteínas de fiision que estuvieran "tagueadas" en el
extremo N-terminal de KSHV-GPCR.La orientación de los insertos se determinó primero
por mapeo de restricción y luego se verificó cuando tres clones independientes que
contenían insertos en la orientación adecuada se mandaron a secuenciar.
El vector pCLXSN2 se construyó hibridizando dos oligos fosforilados
(pCGATAGATCTCGAGTCGACCCGGGCGGCCGCAT y
pCGATGCGGCCGCCCGGGTCGACTCGAGATCTAT) creando de este modo un
polilinker sintético con extremos ClaI-Clal que fije ligado en el sitio Clal de pCLNCX
(Clontech) creando el vector pCLNCXZ.
El vector pEF2 se construyó remplazandoel promotor CMV de pCLNsz por el promotor
EF obtenido por PCR apartir de pCEFL.



Los primers utilizados (GACGTGACGGATCCGGGAGATCGAT Y
TGATGGATATCTGCAGAATTCCAG) fueron diseñados de modo tal que contenian
sitios HlNDlll y BAMHl en los extremos por lo que el producto de PCR se digin'ó con
estas enzimas y luego fire subclonado en los correspondientes sitios de pCLNC X2
rempazando de este modo al promotor de CMV por el de EF y creando el vector retroviral
pEFZ.
pCLNCXZ-KSHV-GPCR,pCLNCX2-HA-KSHV-GPCRy pEFZ-KSHV-GPCR, pEF2-HA­
KSHV-GPC R fireron construidos digin'endo los vectores pCEFL/KSHV-GPCR y pCEFL­
HA-KSHV-GPCR con Hindlll-Notl y luego subclonando los respectivos insertos en los
vectores retrovirales adecuados.
pCLNCXZ-EGFP y pEFZ-EGFP se construyeron digin'endo el vector comercial p-N l­
EGFP (de Clontech) con Hindlll y Notl y subclonando el inserto codificante para EGFP en
PCLNCXZ y pEF2 .
Para los experimentos con retrovirus en ratones se construyó el vector KBOl-KSHV­
GPCR para lo cual se subclonó el inserto BgllI-Bglll de pCEFL-HA-KSHV-GPCR en el
sitio Bglll de KBOl(cedido gentilmente por Ren Ribowt) verificandose luego la
orientación del inserto .

Para la construcción de vectores retrovirales que coexpresan KSHV-GPCR y DN se creo
primero una variante de pCEFL llamado pCEFL2_0 que tiene un polilinker sintético
modificado compatible con KBOl, despues de subclonarse los dominantes negativos en
este vector se subclonaron nuevamente en KBOl-KSHV/GPCR inmediatamente despues
del lRES (lntra Ribosomal Entry Site) posteriormente se subclonó un inserto codificante
para una proteina de firsión EGFP-Puromicine resistance gene bajo el control de un
minipromotor de CMV.
Los vectores que codifican para los dominantes negativos utilizados en este trabajo fueron
gentilmente cedidos por S. J. Gutskind con excepción de pCDNA3-JlP-l que fue cedido
por Roger Davis.
Los vectores que codifican para GRKS y GRK2 fireron cedidos por M. Gerenshor
Los vectores utilizados en los experimentos reporteros fueron comercialmente adquiridos a
la compania lnvitrogen.

(*)En todos los subclonados en los que el inserto es un producto de PCR el protocolo de
amplificación se modificó ligeramente para reducir el número de insertos que contuvieran
mutaciones: la mezcla de reacción contenía al menos lOng del templado y la enzima pFU,
además se hicieron únicamente 20 ciclos de amplificación. Luego el nuevo inserto ,despues
de ser subclonado en el vector apropiado, fire secuenciado.
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