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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-HHV-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 inflammatory 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 different 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 different cell types we decide to study the consecuences of

KSHV-GPCR expression in human primary endothelial cells.



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 PI3K/AKT pathway’s. All those changes
are reminiscent of the transformed phenotype.

Usually, the expression of transforming oncogenes in primary cells induces shortage of
telomeres, premature senescence, and cell death. In 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 KSHYV 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 transform human primary endothelial cells. Further
research will determine wether other KSHV 's oncogenes can cooperate oncogenicaly with
KSHV-GPCR.

KDR/VEGFR-2 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
minimally 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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1) Introduccion al sarcoma de Kaposi:

Esta enfermedad fue descripta por primera vez en el afio 1872 por un dermatdlogo
hungaro llamado Moriz Kaposi (Kaposi M., 1872). Clinicamente se presenta como
manchas rojo-purpureas diseminadas en la piel (ver figura 1) que se caracterizan por la
intensa neovasculatura (o angiogénesis) que también afecta los ganglios linfaticos y en
los casos mas avanzados las visceras. Basicamente 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 mediterraneo y era endémico en Africa ecuatorial, concomitantemente
con la epidemia de VIH comenz¢ a verse con frecuencia una forma sumamente agresiva
de esta enfermedad en pacientes jovenes con SIDA (SIDA-SK). Actualmente el sarcoma

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

1.1) Andlisis histolégico de las lesiones de sarcoma de Kaposi

Histologicamente 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
coleccion de pequeiios espacios irregulares revestidos por células endoteliales que
recubren los vasos dérmicos normales y en los que en general se observa un infiltrado

inflamatorio de linfocitos.



Fig1: Lesiones avanzadas en las piernas de en un paciente con

Sarcoma de Kapdsi Cldsico. Entre los dedos del pie derecho pueden observarse
también las tipicas lesiones rojo-purpuras caracteristicas de un estadio menos avanzado
de esta enfermedad.

Fig. 2: Corte histoldgico de una lesion de SK en estadio nodular. En la
foto de la izquierda pueden verse numerosas células ahusadas, espacios vasculares y
extravasamiento de eritrocitos. En la foto de la derecha la derecha se observa una tipica
ahusada de SK (flecha) tefiida (en violeta) con un anticuerpo contra Vacular Endothelial
Growth Factor (VEGF)
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ii) Estadio de placa (plaque stage):

Al estadio de parche le sigue el de placa que se caracteriza por la expansion de células
ahusadas en un proceso de invasion vascular hacia la dermis. Estas células ahusadas
forman canales vasculares en forma de hendiduras que contienen eritrocitos (estadio de

placa).

iii) Estadio nodular (nodular stage):
En este estadio 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 11).

En sintesis tres de las principales caracteristicas histopatologicas de esta enfermedad son

las siguientes:

* Angiogénesis (formacién de nuevostaéds san apartu‘ de otros

preexistentes)
* Infiltrado inflamatorio. 0t
* Proliferacién de células endoteliales (CE)y nél .'

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 neoplasico de estas lesiones. A pesar
de que generaimente se asume que estas células son de origen endotelial existe cierta
controversia sobre su histogénesis, si bien la mayoria de estas células son positivas para
marcadores endoteliales (factor VIlI+ y CD34+) algunas de ellas expresan marcadores de
células de musculo liso, macrofagos o de células dendriticas (Nickoloff y Griffiths 1989,
Sturzl et al 1992). Algunas células ahusadas expresan simultineamente marcadores

antigénicos caracteristicos de distintos tipos celulares sugiriendo que las células ahusadas



W - 1) Sarcoma de Kaposi 4

presentes en el SK podrian derivarse de un precursor mesenquimatico totipotente o
alternativamente podrian derivarse de un precursor mesenquimatico que haya sufrido un
proceso de diferenciacion 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 simultaneamente
marcadores de macréfagos y de células endoteliales (Siriani et al. 1997) y han dado lugar

a la llamada hipdtesis del precursor circulante de SK.

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

Es todavia controversial si la naturaleza de las lesiones de sarcoma de Kaposi es
neoplasica o si las lesiones son consecuencia de una hiperplasia reactiva.

Al principio de la enfermedad (en el estadio de parche) las “células tumorales” (las
células ahusadas) forman una parte minoritaria del componente celular de las lesiones
siendo la mayoria de las células de origen inflamatorio, ademas el hecho de que se
presente clinicamente como multiples lesiones en la piel con una distribucion definida y
de que frecuentemente se observan remisiones espontaneas favorecen la idea de que el

SK sea una enfermedad reactiva y no un tumor neoplasico.

Cuando se cultivan células provenientes de lesiones de SK casi siempre presentan un
cariotipo diploide normal y solamente crecen por unos pocos pasajes in vitro . Solo se
han podido establecer tres lineas celulares con caracteristicas verdaderamente neoplasicas
y todas ellas provienen de pacientes con lesiones de SK muy avanzadas (Siegal 1990,

Lunardi-Iskandar 1998, Albim 1997 ).

La hipotesis neoplasica predice un origen clonal de las “células tumorales” mientras que
la hipotesis reactiva predice un origen policlonal de las lesiones. Estudios preliminares en
pacientes femeninos utilizando la inactivacién del cromosoma X como 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 (estadio de parche) la
proliferacion de células endoteliales o de precursores endoteliales (e). 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 (neoplastica) con metastasis de células ahusadas
clonalmente derivadas diseminadas en distintas partes del cuerpo. Este modelo es
comparable a la linfo-proliferacion policional observada en individuos inmunodeficientes
infectados con Epstein Bar Virus (EBV) que posteriormente puede progresar hacia un
linfoma clonal de células B.

Una hipotesis alternativa es que el SK empiece siempre como una neoplasia y que la
célula neoplasica sea rara y morfologicamente indistinguible de las otras células
ahusadas, los leucocitos, células ahusadas y endoteliales presentes en la lesion
probablemente representen en este caso una hiperplasia reactiva en respuesta a factores
secretados por las células neoplasicas minoritarias. Este modelo seria de algun modo
analogo a la enfermedad de Hodgkin con la diferencia de que en Hodgkin la células

neoplasicas minoritarias (Reed Steemberg) son gigantes y facilmente 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 dias) y que
contienen células del raton ( 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 raton. Un fendmeno
similar con lesiones muy parecidas a las de SK puede ser producido por ciertas

combinaciones de citoquinas inflamatorias (Samaniego 1995,1997, Nair 1992).
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In 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 (Onc-M) e Interferon gamma (IFN-y) (Ensoli et al. 1989,
1994; Miles et al. 1990;Nair 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 angiogénicas in vitro
y en algunos ensayos in vivo.

En sintesis varios experimentos sugieren que la histogénesis 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) Clasificacion epidemiologica del Sarcoma de Kaposi.

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

del siguiente modo:

* Sarcoma de Kaposi cldsico: Forma poco agresiva e infrecuente de la enfermedad
que afecta mayormente a judios ancianos de origen mediterraneo (Safai et. Al 1984 y
Ziegler et. al 1984).

* Sarcoma de Kaposi_endémico: Aparece exclusivamente en poblaciones del africa
ecuatorial. (Oettle, 1962). Esta forma se encuentra presente en individuos jévenes y

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

comun 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 diseminandose y afectando varios drganos, incluyendo

pulmones, higado intestino y vaso.

1.6) Sarcoma de Kaposi asociado al SIDA:

En los afios '80 comenzd a empezar a observarse frecuentemente en pacientes jovenes
homosexuales masculinos una forma agresiva de SK. Con el posterior descubrimiento del
Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA) y del Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) se verifico que en todos los casos reportados hasta entonces estos
“inusuales” pacientes con SK sufrian 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
poblacion general (Beral 1991). Por ello se invoco al SIDA como la causa primaria de
esta enfermedad. Sin embargo esta hipdtesis 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
altisima 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

epidemiologicos.
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1.7) En busca del co-factor etiolégico desconocido:

Durante muchos aftos se habia sospechado de una etiologia viral para esta enfermedad
(Oettle 1962). En 1972 particulas de tipo herpesviral fueron detectadas en lesiones de SK,
pero se atribuyeron erroneamente 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 1981 como consecuencia del surgimiento del SIDA-SK la hipotesis del factor
infeccioso cobro nuevo vigor.

En 1994 un grupo liderado por Yuang Chang (Chang 1994) en la Universidad de
Columbia realizé un analisis de representacion diferencial (Representational Diferential
Analisis 0 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 tenian
altisima homologia con Epstein Bar Virus (EBV) y Herpes Virus Saimiri (HVS), dos
gamaherpes virus oncogénicos. En el mismo trabajo decidid bautizarse el supuesto nuevo
virus como Herpes Virus asociado al Sarcoma de Kaposi (Kaposi’s Sarcoma associated
Herpesvirus 0 KSHV)

Estudios preliminares utilizando PCR demostraron que secuencias pertenecientes a este
virus se hallaban presentes en practicamente todas las lesiones de las 4 diferentes formas

epidemiologicas 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 termino de secuenciar la totalidad ( 140Kb) del genéma del KSHV (Figura 7,
Russo 1996). Como se habia predicho KSHV pertenecia a la familia de y Herpes Virus
(género radinovirus) que son virus linfotrépicos oncogénicos (para mas detalles ver
secciones 2.03 y 2.04) .

Nuestro laboratorio fue el primero en demostrar que estas secuencias herpesvirales eran
capaces de encapsidarse formando particulas virales infectivas (ver figs. 3 y 4, Mesri
1995). La microscopia electronica de las particulas virales ha demostrado que los
vibriones de KSHV poseen la clasica arquitectura herpesviral. (seccion 2.01, fig 3, Mesri
1995, Renne 1996)

2.0) Introduccion a los Herpesvirus:

2.01) Descripcién:

La pertenencia a esta familia viral estd determinada basicamente por la arquitectura del
vibrion y la secuencia genomica ( "Fields Virology", 1996, capitulo 71 y Chee M., 1990)
Un herpesvirus tipico posee una zona central en donde se localiza el genoma compuesto
por ADN lineal doble cadena que esta recubierto por una capside icosadeltahedrica (de
unos 110nm) hueca en el centro y compuesta por 162 capsémeros). Usualmente un

material amorfo y asimétrico llamado regumento recubre la capside. La parte mas externa



Figura 3: Micrografia electronica de KSHV: En la fotografia puede observarse

que KSHV posee la estructura viral caracteristica de los Herpesvirus (foto tomada de
Renne et al. 1996)

CBMC Jotal CD18+ CD16- Total  CD19+ CD19-
UV* - b = = d l- +ll- +ll- +|
. ' * -

M12345617829 12 3 4 5 6 7 8 9

Figura 4: KSHV infecta células CDI19+ (células B): Sobrenadantes
conteniendo particulas de KSHV fueron utilizados para infectar CMBC o células CD19+
aisladas (extraido de Mesri et al. 1995) Lane 1, P3H-R1 Cells (Negative control); lane 2, Genereleaser;
lane 3, BC-1 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(Cesarman et al., 1995a; Cesarman et al., 1995b; 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 glicoproteinas 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 nucleo de la
célula infectada donde puede replicarse sincronicamente con la célula y permanecer en
forma latente (episomal) o entrar en fase litica (multiplicacién viral) para lo cual el ADN

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

2.02) Caracteristicas generales de los Herpesvirus:

1)Todos los herpesvirus poseen un gran nimero de enzimas involucradas en el
metabolismo de acidos nucleicos (timidina quinasa, dUTPasa, ribonucleotido reductasa
etc.), sintesis de ADN (polimerasas, helicasas, primasas) y enzimas involucradas en el
procesamiento de proteinas (por €j. Quinasas de proteinas), (figura 7)
1i)La sintesis de ADN y el ensamblaje de las capsides ocurre en el nucleo.
ti)La produccion de progenie infectiva invariablemente destruye a la célula infectada.
iv)Todos los herpesvirus conocidos son capaces de mantenerse en estado de /atencia
dentro de sus huéspedes naturales. En el estado de latencia el genoma viral se mantiene
episomalmente y se transcribe solamente un minimo namero de genes necesarios para la
persistencia y propagacion 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 biologia. Algunos de
ellos tienen un amplio rango de huéspedes, se multiplican eficientemente y rapidamente
destruyen a las células que infectan (ej. HVS-1 y 2). Otros infectan especificamente
determinados tipos celulares (ej. EBV y HHV-6) 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 varia
de un herpesvirus a otro (por € HVS en neuronas y EBV en linfocitos). La
heterogeneidad de las manifestaciones clinicas 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 linfotropicos y “especie especificos” (solamente infectan las células de sus
huespedes naturales o de especies muy relacionadas). Infectan e /n vitro se replican en
células linfoblastoides. En general en los tejidos linfoides estos virus se encuentran en
estado de latencia y litico 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 comiin una alta homologia de secuencia y una estructura

oraganizacional y orden de los genes dentro del genéma conservada.

ii)Radinovirus: KSHYV es el primer ejemplo descripto de un radinovirus Aumano (Chang
1994) Los miembros de este grupo de Herpesvirus poseen una estructura genémica
comin 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 = fragil). Una
caracteristica virulenta de los radinovirus animales es que cuando estos virus infectan
especies relacionadas pero distintas a su huesped “natural” producen enfermedades

linfoides fulminantes.
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2.04) Radinovirus y cancer

Otra caracteristica comun a los radinovirus animales descriptos hasta la actualidad es su
epidemiologia. Son sumamente frecuentes en sus huespedes naturales (>50%) donde la
infeccion no se asocia a ninguna enfermedad aparente, pero como se ha mencionado
previamente, la infeccion en especies cercanamente relacionadas causa enfermedades
linfoproliferativas fulminantes. Un ejemplo clasico es el del Herpes Virus Saimiri (que es
sumamente homoélogo a KSHV) para el que no hay ninguna evidencia de patogenia en su
huesped natural ( el mono ardilla), sin embargo cuando infecta especies relacionadas
(pequefios monos comunes y algunos otros primates del nuevo mundo) produce linfomas
policlonales de células T.

A pesar de que se sospecha de que KSHYV es el agente causal de tumores en su huesped
natural (los humanos) no necesariamente tiene que ser una excepcion a esta regla.

La incidencia (cantidad de individuos sintomaticos) de SK es tan baja comparada a la
prevalencia (cantidad de individuos infectados) de KSHV en la poblacién (seccion 2.2)
que posiblemente esta asociacion 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 est4 asociado con mononucleosis infecciosa y con
varios tipos de cancer en humanos, a pesar de ello la infeccién primaria con EBV es
asintoratica ( a pesar de que la mayor parte de la poblacion humana adulta esta infectada
con este virus) y no presenta sintomas clinicos a menos que otros co-factores como la
inmunosupresion o la infeccion tardia disturben el delicado equilibrio entre el virus y el
huesped (que han co-evolucionado durante largos periodos de tiempo). La infeccion 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 infeccion de especies relacionadas cause
sindromes linfoproliferativos puede interpretarse como una clave que indicaria el
potencial patogénico de estos virus en sus huespedes naturales bajo esporadicas, pero

determinadas circunstancias (Neipel F., 1998).
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2.1) KSHV vy linfoproliferacién:

2.11) Linfomas de efucién primaria (Primary effusion lymphomas o PEL:s)

Dos diferentes grupos reconocieron por primera vez los aspectos inicos 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 mayoria de los antigenos
asociados a linajes celulares, (Otra evidencia que seflala una posible diferenciacion
anormal de un progenitor hematopoiético) a pesar de ello se hallaron rearreglos genéticos
en los genes de inmunoglobulinas indicando que se trataba de células B de origen clonal.
Posteriormente se demostro 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
caracteristicas 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,
peritoneales y pericardicas) y no diseminarse. Cesarman et. al. ( 1995a) demostraron que
KSHYV se asociaba especificamente con las PELs y no con otro linfémas asociados al
SIDA (figura 5).

Las PELSs tienen una epidemiologia sorprendentemente similar a la del SIDA-SK dado
que ocurren predominantemente en individuos VIH positivos con avanzados niveles de
inmunosupresion (Komanduri et al. 1995), pero también se observan esporadicamente en
individuos VIH negativos ( Komanduri et al. 1995; Strauchen et al. 1997; Said et al 1996)
Ademas, 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 1996).
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Todas las PELs que no tienen rearreglos en c-myc contienen KSHV (Nador et al. 1996)
Por otro lado la mayoria, pero no todas las PELs estan co-infectadas con EBV (Ansari et
al. 1996, Cesarman et al. 1995a,b, Otsuki et al. 1996) sugiriendo que ambos virus coperan
en la transformacion neoplastica. En el caso de EBV se ha demostrado el origen clonal
del virus en las PELs ( Cesarman et al. 1996b, 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 activacion 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 serologicos.

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 etiologia desconocida (Castleman et al. 1956). En particular la enfermedad
de Castleman multicentrica (MCD) se presenta como una linfoadenopatia generalizada
con anormalidades inmunolégicas. Remarcablemente los pacientes con MCD tienen altas
chances de desarrollar SK y linfomas de células B. (Peterson et al. 1993)

KSHYV esta presente en practicamente el 100% en las biopsias de individuos VIH
positivos con MCD. ( figura 6, Soulier et al. 1995; Dupin et al. 1995; Gessain et al. 1996
), sin embargo en los casos de MCD en individuos VIH negativos KSHYV esta presente
unicamente en el 40% de los casos.

Previamente se habia hipotetizado que un virus podria actuar como cofactor de el MCD
probablemente a través de la produccion de citoquinas (Peterson et al 1995).Existe una
abrumadora evidencia experimental que sefiala un rol fundamental para IL-6 en el

desarrollo del MCD, notablemente KSHV codifica para un homologo de IL-6 (vIL-6).
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Figura 5: KSHV se halla presente en los linfomas de efusion primaria.
A)Las células anaplasticas de gran tamano que se observan en esta biopsia de nodulo
linfatico estan caracteristicamente presentes en los linfomas de efusion primaria.
B)Estas células neoplasticas expresan CD30 (un marcador de activacion) y también son
positivas (C) para antigenos de KSHV/HHV-8 (en este caso LNA-1, que es una proteina
latente). (D) la co-tincion confirma que CD30 ( rojo, membrana plasmatica) y LNA-

I (purpura y nuclear) colocalizan en las células neoplasticas.

Extraido de Dupin N., 1999

Figura 6: Expresion de CD23, CD79a-cy y LNA-I (de KSHYV) en la

biopsia de un paciente con MCD.

A) Foliculo terido con H/E, B) tincion con LNA-1 (rojo) mostrando que varias de
las células dela zona del manto estan infectadas por KSHV, ¢) La co-tincion CD23
(membrana plasmatica, purpura oscuro) y LNA-1 confirma que las células
infectadas por KSHV no expresan CD23 (otro marcador de activacion).D) co-
tincion con anticuerpos anti LNA-1 (azul, nuclear) y CD79a-cy muestran que las
células infectadas por KSHV son negativas para CD79 (un marcador de células B).
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2.2) Analisis 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 homologia con genes presentes en
HVS. Los genes no homologos de KSHV se han designado con una K (K1-K15)

La adquisicion de genes del genoma del huesped es un razgo comun de los herpesvirus en
general (Murphy 1997, McGeoch y Davison 1995) y de los radinovirus en particular. Sin
embargo el nimero de genes homologos humanos transducido al genéma 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 7y 8).

Los genes responsables de los aspectos centrales de la replicacion y de la estructura del
vibrion se encuentran conservados entre todos los herpesvirus y probablemente ya
formaran parte del antecesor comun de los herpesvirus contemporaneos, mientras que la
adquisicion 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 mayoria de los
genes “pirateados” no son escenciales para la replicacion 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 replicacion viral e independizarla del ciclo celular.

* Expandir la subpoblacién de células infectables.

* Contra atacar los mecanismos de respuesta del huesped contra la infecciéon

viral..



El incremento de la replicacion viral con indepencencia del estadio del ciclo celular esta
mediada basicamente por las enzimas del metabolismo de nucléotidos previamente
mencionadas y conservadas entre los herpesvirus. Sin embargo KSHV también codifica
para homologos a ciclina D (Cesarman et al. 1996b, Chang et al. 1996, Li et al 1997)
Interleuquina-6 (IL-6) ( Moore et al. 1996 y Neipel et al. 1997a) y para un homologo del
receptor de Interleuquina 8 (Cesarman et al. 1996b, Arvanitakis et al 1997) que podrian
incrementar la proliferacion celular y expandir de este modo la subpoblacion 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 tipica respuesta de la célula huesped a la infeccion viral, en este
sentido KSHV codifica para un homologo de bcl-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 podrian extender la vida de las células infectadas. También
codifica para un homologo del factor de respuesta a Interferon (v-IFN) que puede
bloquear la supresion mediada por interferén y también mimificar el efecto proliferativo
del hIRF-2 (Taniguchi et al. 1995).

A Pesar de que usualmente la funcion de estos genes virales esta relacionada con el ciclo
viral y no con la transformacion neoplastica, KSHV (al igual que otros radinovirus) tiene
genes que “‘accidentalmente” podrian contribuir al desarrollo de tumores. Ejemplo de
tales “accidentes” son la infeccion por radinovirus de huespedes “no naturales”,
infecciones tardias , la infeccion de huespedes inmunodeprimidos y las infecciones no
productivas o ciclos liticos abortivos.

Los datos provenientes del analisis de la secuencia del genoma de KSHV son sumamente
provocativos dado que este virus codifica para potenciales oncogenes, homologos a
citoquinas inflamatorias, moléculas angiogénicas candidatas y proteinas antiapoptéticas
que podrian explicar la patogenia y la histogénesis del SK. Es por ello rapidamente
empez0 a generalizarse la idea de que el KSHV era un excelente candidato para ser €l co-
factor etiolégico que se habia estado buscando pero para para ello habia que demostrar
primero la que la prevalencia de este virus era coherente con la epidemiologia del

Sarcoma de Kaposi.
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Figura 7: Representacion grdfica de los marcos de lectura abiertos
codificados en el genoma de KSHV/HHV-8 (Russo et al. 1996).
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&igura 8: Representacion simplificada del genoma de KSHV que muestra la
docalizacion de los genes de este virus que codifican para proteinas con

“homologia a proteinas regulatorias celulares: Notese que todos los genes de
KSHYV que codifican para proteinas con contrapartes celulares estdn agrupadas dentro
de los bloques de genes no conservados entre herpesvirus (Moore P. y Chang M.).
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Figura 7: Representacion grdfica de los marcos de lectura abiertos codificados en el
genoma de KSHV/HHV-8 (Russo etal. 1996).
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Figura 8: Representacion simplificada del genoma de KSHV que muestra la localizacion
de los genes de este virus que codifican para proteinas con homologia a proteinas

regulatorias celulares: Notese que todos los genes de KSHV que codifican para proteinas con

contrapartes celulares estan 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
epidemiolbgicas:

YN
La primera indicacion de que KSHV esta involucrado en la patogénesis de k8 fue la

deteccion de secuencias de KSHV (por PCR) en las cuatro distintas formas
epidemiologicas de SK en todas las biopsias frescas testeadas ( figura 9, BoshofT et al
1995, Moore and Chang 1995, Schalling et al 1995, Dupin et al 1995b). En estos
pacientes KSHV es raramente detectado fuera de las lesiones de SK (excepto en la
sangre) indicando que la carga viral es maxima las zonas de las lesiones y en la sangre.
Una interpretacion no causal alternativa para estas observaciones es que el medio rico en
citoquinas de las lesiones de SK podria aumentar la eficiencia de replicacion viral de
KSHYV o del tipo celular que hospeda a KSHYV seleccionando positivamente la presencia
de este virus en las lesiones. Si esto fuera cierto KSHV seria solamente un “pasajero” en
las lesiones y no la causa de estas.Sin embargo KSHV no esta presente en otros tumores
vasculares como angiomas 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 identificacion de secuencias de
KSHYV (por PCR) demuestran que los pacientes han sido infectados con el virus antes de
que la enfermedad se manifieste, ademas los titulos de KSHYV tienen valor pronostico
sobre la probabilidad de desarrollar esta patologia. (ﬁgura@)/loore et al 1996b, Whitby

etal, 1995). ] 3
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Figura 9: KSHV se encuentra presente en prdcticamente todas las biopsias
provenientes de pacientes con las cuatro formas epidemioldgicas del
sarcoma de Kaposi
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Figura 10: la presencia de KSHYV tiene valor prondstico sobre el

subsecuente desarrollo de sarcoma de Kaposi. La curva de Kaplan-Meyer muestra
que en el grupo de riesgo estudiado (Hombres homosexuales HIV positivos) la presencia
del virus (detectada por PCR) en células mononucleares perifericas aisladas de la sangre
(PMBCs) predice la probabilidad de que estos individuos desarrollen el sarcoma de
Kaposi. Con puntos negros se indica la proporcion de pacientes cuya sangre periférica fue
positiva para KSHV, los puntos blancos indican la proporcion de pacientes negativos para
¢l virus.(extraido de Whitby et al. 1995)
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La estrecha asociacion entre la infeccién por el KSHV con el desarrollo de SK es
ciertamente consistente con un importante rol etiolégico de este virus, pero es obvio
también que no es muy eficiente como agente patogénico.

La incidencia del KSHV en la poblacién general permanece de algun modo contoversial,
pero esta establecido que los patrones geograficos de infeccion son coincidentes con la
incidencia de SK previa a la epidemia de SIDA. Los resultados mas recientes sugieren
que la prevalencia del KSHV estaria 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 infeccion es mucho mayor en
Italia, donde el SK clasico es mas prevalente, ademas la incidencia de SK en distintas
partes de italia es proporcional a la prevalencia de KSHV (Gao SJ et al 1996, Whitby D
et al 1998, Gallo review).

KSHYV se encuentra presente en mas del 60% de la poblacion 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 seroepidemiolégica sugiere que la infeccion con el KSHV es un
factor etiologico 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 formas 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 excepcion” de la rabia y del VIH
no se conoce ninguna enfermedad infecciosa causada por un unico agente que no
dependa de la contribucion de factores particulares ambientales o del huesped. (seccion
3.01, review Moore and Chang 1998). De este modo la infeccién asintomatica es la
norma para la mayoria de los agentes infecciosos por lo que cabe esperar
(coherentemente con los datos epidemioldgicos) que solo un porcentaje minoritario de las
personas infectadas con KSHV desarrolle el SK. (ver seccion 3.01 de patologenia viral y

grafico 10).
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2.3) Distribuciéon de KSHYV 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 inmunohistoquimica. De este modo se a demostrado
la presencia de este virus en la mayoria 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, 10, 11,12).

Utilizando anticuerpos contra una proteina latente de KSHV (LNA-1) se ha demostrado
que el virus esta presente en menos del 10% de las células ahusadas en las lesiones
tempranas, pero que en el estadio 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).

KSHYV (LNA-1) correlaciona con la presencia de VEGFR-3 un marcador de precursores
endoteliales y endotelio linfatico en lesiones tempranas y tardias sugiriendo que o bien
que KSHYV infecta precursores endoteliales o células endoteliales linfaticas que luego
derivaran en células ahusadas o la hipotesis menos probable de que KSHYV regule la
expresion de VEGFR-3.(Dupin N 1999, PNAS Boshoff).

2.4) Transmision del KSHV:

La transmision sexual juega un rol importante en la transmision del KSHV entre
hombres homosexuales en los paises occidentales, entre los cuales el KSHV es mas
prevalente que entre cualquier otro grupo de riesgo para el VIH. Entre el 20% y el 40%
de los hombres homosexuales en Dinamarca, EEUU, reino Unido y Holanda son
seropositivos para antigenos del KSHV. Seropositividad y en algunos casos
seroconversion estan asociados con un incremento en la promiscuidad sexual , con
penetracion anal receptiva y con sexo oral.

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

este virus.
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Fi iguraé}l porcentaje de células ahusadas infectadas por KSHV es menor al
10% en los estadios tempranos de la enfermedad (estadio de parche) y mayor

al 90% en los estadios avanzados (estadio nodular). Izquierda: A izq) Tincion de

H/E de una lesion de SK en estadio de parche. B izq) La tincion con un anticuerpo anti-LNA-
I revela que las células fusiformes que forman las paredes de los espacios vasculares
abiertos (caracteristicos de estas lesiones) estan infectadas latentemente por KSHV. C izq) La
tincion con un anticuerpo anti-VEGFR-3 (un marcador de endotelio linfdatico) muestra que
todas las células que forman las paredes de estos vasos son positivas para este marcador.

D) y E) muestran una mayor magnificacion de la lesion tefiida con el anticuerpo anti LNA-1
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 en forma de hendidura (E)
Derecha A der) Lesion de estadio de placa tefiida con anticuerpos LNA-1 donde se observa
que casi un 50% de las células ahusadas que rodean los espacios vasculares abiertos estdn
infectadas latentemente por KSHV, By C der) Mas del 90% de las células ahusadas son
positivas en las lesiones en estadio nodular. Las células endoteliales que rodean una vaso
“angulado” son positivas para LNA-1 (flechas negras), sin embargo en estas dos ultimas
figuras las células endoteliales que rodean los espacios vasculares maduros (flechas blancas)
no parecen estar infectadas por KSHV
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En paises donde el KSHV es endémico este virus estd presente en nifios y en sus madres,
mujeres en general y en hombres lo cual es consistente con una ruta de transmision no
sexual (vertical y probablemente horizontal también) en estas regiones. En contraste la
presencia de este virus en nifios en EEUU y Reino Unido es sumamente rara.

La infeccion por el KSHV también puede ocurrir como consecuencia del transplante de
organos.

A pesar de la preocupacion por la transmision a través de la transfusion de sangre de este
virus no hay ninguna evidencia que soporte esta via de contagio.

A su vez el virus se encuentra muy raramente en el semen de individuos infectados por el
KSHYV, pero si se ecuentra en la saliva de estos individuos. De este modo la via de

transmision de este virus no esta totalmente clarificada todavia.

Después del descubrimiento de KSHV y los estudios serologicos el problema pareci6
centralizarse en como KSHV contribuye a causar el sarcoma de Kaposi y cual es la
contribucion de este virus en el proceso oncogénico.

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

es abrumadora no se ha demostrado aun causalidad.
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3) KSHV, Sarcoma de Kaposi y Modelos de
Patogenia viral.
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3.01) Breve introduccién a la Patogénesis Viral

Se define como patogénesis viral al mecanismo por el cual los virus causan
enfermedades en sus huespedes ( Fields B., 1996, capitulo 7 y 8)

A pesar de ello es importante destacar que los eventos patogénicos son una consecuencia
relativamente inusual de las infecciones virales.(figura 10 1L

La capacidad de un virus, comparado a otros virus cercanamente relacionados, para
producir enfermedades en el huesped se define como virulencia. Dado que la virulencia
depende de una variedad de factores tanto del huesped como del virus debe definirse en
términos 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 niimero de individuos con infecciones asintomaticas es mucho mayor
que el numero de individuos infectados que presentan manifestaciones clinicas (figura
Wl

La supervivencia de los virus en la naturaleza depende de la infeccién continua de
individuos suceptibles. Dentro de un individuo los virus pueden causar infecciones
agudas o bien pueden establecer infecciones crénicas o persistentes (figura 1 B

Durante las infecciones agudas los virus son eliminados rapidamente por el sistema
inmune necesitando por ello para perpetuarse la habilidad de transmitirse rapidamente 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 citopaticos 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 ultimos afios ha empezado a reconocerse el rol de
las infecciones cronicas (persistentes) virales en un importante y creciente nimero de
enfermedades humanas ( SIDA causado por el VIH, hepétitis cronica y carcinoma
hepatocelular causado por la infeccion del virus de la hepatitis B, canceres anogenitales
causados por infeccion con el papilloma virus, el SK asociado a la infeccion con KSHV
etc).

Para establecer infecciones persistentes hacen falta mecanismos que permitan limitar los
efectos citotoxicos desencadenados por las infecciones virales y evadir la resistencia del
huesped a la infeccién. La manifestacion clinica de la patologia en cuestion es por lo
general un fenomeno multicausal y no deterministico que se evidencia varios ailos
después de la infeccion. Es por ello que la patogénesis viral de los virus persistentes es
muchisimo mas compleja y sutil que la de los virus virulentos que producen infecciones
agudas.

Implicito en el estudio de la patogenesis viral esta el concepto de que a pesar de la
diversidad de virus y huespedes existen ciertas estrategias comunes que han evolucionado
en funcién de la relacion general virus-huesped (figura 1§).

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

* A nivel organismico la patogénesis viral investiga preguntas tales como ;Cual es la
ruta de entrada del virus?, ;Cual es el sitio donde se realiza la replicacion primaria
del virus?,;qué organos y tejidos infecta?, ;como se transmite?.

* A nivel celular la patogenesis viral investiga cuestiones como
¢, Cual es la naturaleza del receptor viral en las células suceptibles?, ;cual es el
mecanismo de entrada del virus a las células?, ;como la infeccion viral altera las
funciones celulares?;Cuales son las vias y mecanismos por los cuales los virus son
liberados de las células?.

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

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

control, prevencion y terapia de las enfermedades de origen viral.
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Figura 18: Representacion esquemadtica de las posibles respuestas celulares y
del huesped a la infeccion viral. (tomado de Evans A. y Branchman P., 1991)

Figura 1F; Las estrategias replicativas virales y las respuestas del huesped
originan cuatro patrones generales de evolucion de los titulos virales en
Sfuncion del tiempo ( “Fields Virology™, capitulo 8, 1996)
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Figura 1&: Etapas del ciclo viral en que la patogenesis viral puede
manifestarse (“Fields Virology”, capitulo 7, 1996)
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3.02) Virus oncogénicos y transformacién celular.

En el desarrollo de la biologia molecular contemporanea los virus han sido
frecuentemente utilizados como modelos genéticamente definidos y simples con los
cuales se pueden estudiar complejos eventos celulares. La transformacion celular
inducida por virus oncogénicos ha jugado un rol central en la dilucidacion de los
mecanismos oncogénicos moleculares y en la comprension del cancer como una
enfermedad ocasionada por alteraciones genéticas definidas y secuenciales.

Estudios genéticos con virus oncogénicos han definido el fenotipo celular transformado.
En este sentido virus mutantes condicionales y la expresion ectopica de proteinas virales
utilizando vectores de expresion han sido instrumentales en el entendimiento del efecto
de las oncoproteinas virales en la fisiologia celular. Usualmente la transformacién
maligna es acompaiiada por dristicas modificaciones en el crecimiento y la
morfologia celular.

La alteraciones en el crecimiento basicamente afectan tres parametros:

i) Pérdida del mecanismo de inhibicién 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 proliferacion celular se lo denomina "inhibicién por
contacto”. Las células estan 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 particulas
virales la pérdida de inhibicion por contacto en las células transformadas producira el
crecimiento de microtumores (evidenciado como apilamientos de células que sobresalen

de la monocapa de células normales) llamados "focos de transformacion celular”.
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ii) Reduccion en el requerimiento de factores de crecimiento

Las células normales necesitan de factores de crecimiento especificos 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 transformacion celular generalmente elimina ( serum independent
growth ) o reduce esta dependencia de factores de crecimiento. Un caso particular de este
fenomeno son los "loops autocrinos" en el cual la célula transformada secreta un factor de

crecimiento que actua como mitogeno sobre la propia célula.

iii) Proliferacién no dependiente de la adhesién celular (anchorage independent
growth ).

Las células adherentes normales necesitan una superficie solida a la cual adherirse antes
de proliferar, la transformacion 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 semisolido (como agar por ¢j.) de modo que utilizando esta técnica
se pueden separar células normales de transformadas.

Como su nombre lo implica la transformacion celular también induce cambios en la
morfologia de las células que pueden afectar el citoesqueleto, la superficie celular, la

matriz extracelular.y la secrecion de metaloproteasas.

En particular el estudio de los virus oncogénicos de ADN con pequefios genomas
(poliomavirus, papillomavirus, adenovirus etc ), ha contribuido a entender los
mecanismos que controlan la proliferacion celular de las células de mamiferos. Estos
estudios han permitido ,por ejemplo, dilucidar el rol de p53 y retinoblastoma (Rb) dos
proteinas supresoras claves que regulan la transicion desde G1 a S en las células de
mamifero (figura 13 A). La mayoria de las oncoproteinas codificadas por los virus
tumrigénicos con pequeflos genomas de ADN no tienen obvias homologias con proteinas

celulares, son escenciales para la replicacion viral y actuan inhibiendo la accion de estas
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dos proteinas 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 tardios dependiendo del
estadio del ciclo viral donde se expresan. En general los genes tempranos codifican para
proteinas que preparan a la célula infectada para replicar el ADN viral, mientras que los
genes tardios codifican para proteinas estructurales. En estos virus de ADN las
oncoproteinas son siempre tempranas.

En los virus con pequeiios genémas de ADN la infeccion de una célula permisiva
generalmente tiene como consecuencia la infeccion productiva o litica con consecuencias
citoliticas para la célula huesped, de este modo la transformacion inducida por estos virus
ocurre solamente si la infeccion por algun motivo es no permisiva (es decir si el ciclo
litico 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 genoma del huesped y se exprese.

La habilidad de algunas de las proteinas 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 replicacion viral no se completa debido a que
la célula es no permisiva o a que alguna mutacién bloquea la progresion del ciclo litico la
desregulacion del control de la proliferacion celular que tenia como "objetivo" preparar a
las células para la replicacion viral puede inducir la transformacion celular.

El analisis de oncogenes transducidos por retrovirus (genoma de ARN) también ha sido
clave en el entendimiento de las vias de transduccion de sefiales que conectan la
membrana plasmatica con el control de la expresion genética en el nucleo. A diferencia
de los oncogenes codificados por virus de ADN los oncogenes retrovirales han sido
adquiridos durante la replicacion viral (son homdlogos a genes celulares) y seleccionados
por su funcion transformante., es por ello que el estudio de estos genes no puede ser
contextualizado en el marco de una estrategia viral replicativa, ademas la replicacion de
los retrovirus no es citolitica por lo cual la transformacion celular es compatible con la
produccion de progenie viral.

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

tienen la capacidad de "atrapar” en su genoma genes que codifican para proteinas que
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Figura 13: Manipulacion viral del ciclo celular: A) La mayoria de los
oncoproteinas virales codificadas en los virus de ADN con pequerio genoma no tienen
homologias obvias con proteinas celulares conocidas, pero son transformantes gracias a su
habilidad para interactuar con p53 y Rb, dos proteinas supresoras claves en el control del
ciclo celular. B) KSHV es un Herpesvirus con un complejo genoma de ADN de unas 140Kb.
que codifica para varias proteinas con alto grado de homologia con proteinas celulares
claves que potencialmente podrian interactuar directa e indirectamente con p53 y Rb. El rol
de estas proteinas en el desarrollo de las patologias asociadas a KSHVactualmente se
desconoce.
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participan del control celular, alterarlas en el proceso y modificar a consecuencia de ello
drasticamente los mecanismos de control de proliferacién celular, los retrovirus han sido
sumamente utiles para identificar las proteinas celulares encargadas del control de la
proliferacion celular.

Algunos virus pueden actuar como carcinogenos dentro de su ambiente natural, mientras
que otros revelan su potencial oncogénico inicamente en contextos experimentales. La
potencia de los virus como agentes transformantes varia también 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 mayoria de los
virus requieren un periodo de latencia mucho mas largo y solamente una pequefia
fraccion de los huéspedes infectados termina desarrollando tumores (todos lo tumores
humanos asociados a infecciones virales pertenecen a este ultimo grupo). El hecho de que
la infeccion por virus oncogénicos no determine inevitablemente la formacion de tumores
refleja la naturaleza secuencial y en etapas del cancer (multistep carcinogenesis o
carcinogénesis en etapas ) en el cual cada paso constituye un evento genético
independiente e irreversible que sucesivamente contribuye a la desrregulacion de los
mecanismos de control de la proliferacion celular. La infeccion viral representa
solamente uno de estos pasos, el cancer evolucionara solo si algunos de los otros cambios
genéticos necesarios para la transformacién oncogénica ocurren en una misma célula.

Sin lugar a duda el estudio de los virus oncogénicos ha jugado un rol central en la
dilucidacion y el entendimiento de los mecanismos que controlan el crecimiento celular
proveyendo metodologias para disectar las vias de transduccidon de sefiales y brindando
un marco conceptual en la cual los mecanismos regulatorios pudieron ser interpretados.
La contribucion en estos estudios de los virus de ADN y de los retrovirus ha sido distinta
pero complementaria, asi como el andlisis de bioquimico y genético en levaduras ha
iluminado los mecanismos de control del ciclo celular, la combinacion de estos dos
sistemas virales oncogénicos ha proporcionado una invalorable cantidad de metodologias
y conocimiento en el cual el control del crecimiento celular y la diferenciacion pueden ser
estudiadas en el contexto de la disrrupcion de este control que se hace evidente durante la

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

oncogénico humano0

EBV es el virus humano mas homologo a KSHV y también es oncogénico y linfotropico
(ambos son gama herpesvirus). Como se ha explicado en la seccion 2.0 los herpesvirus
poseen complejos genomas de ADN y establecen infecciones persistentes dentro de sus
huespedes con ciclos de reactivacion viral.

EBYV fue aislado de pacientes con linfoma de Burkitt por primera vez en 1964 (Epstein
M. 1964). Dado que EBV es sumamente prevalente en la poblacion humana y esta
asociado a numerosas enfermedades la biologia de este virus se ha caracterizada
extensamente y es por ello que se trata de un paradigma de patogénesis y persistencia
herpesviral que tiene y ha tenido gran influencia en la modelizacion y racionalizacion de
los mecanismos de patogenia inducidos por la infeccién con KSHV.

El virus de Epstein-Barr es sumamente prevalente dentro de la especie humana ( se
calcula, dependiendo de la region, que entre el 35 y el 95% de la poblacion adulta esta
infectada por este virus). La ubicuidad previamente mencionada y la persistencia son dos
caracteristicas tipicas de las infecciones herpesvirales (Fields B, 1996, capitulo 75 y
Masucci M., 1994) .

Al igual que otros herpesvirus EBV infecta un tipo celular que sostiene
predominantemente la infeccion litica (epitelio de la mucosa) y otro tipo celular
(reservoreo) en donde la infeccion es mayormente latente (células B).

Cuando la infeccion con este virus se produce durante o después de la adolescencia causa
una enfermedad linfoproliferativa benigna llamada mononucleosis infecciosa, sin
embargo en la mayoria de los casos la infeccion con EBV es asintomatica.

El concepto de que EBV es un virus oncogénico proviene del hecho de que se encuentra
asociado estrechamente a un gran numero de enfermedades linfoproliferativas humanas
como ser linfomas inmunoblasticos 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.

Ademas in vitro EBV es el agente transformante 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 fype o a
cepas de laboratorio. Ademas 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 infecciéon por EBV es asintomatica es que
las LCLs son inmunogénicas y causan fuertes respuestas humorales y celulares, de hecho
ciertos anticuerpos que reconocen antigenos virales asociados con la transformacion viral
se encuentran siempre presentes en los pacientes infectados con EBV. Ademas las LCLs
pueden causar fuertes respuestas citotdxicas y proliferativas in vitro. El hecho de que la
mayor parte de los individuos infectados por este virus ( ubicuo y potencialmente
oncogénico) no presente sintomas clinicos es consecuencia del control inmunoldgico y de
la seleccién de multiples estrategias virales que favorecen la supervivencia de las células
infectadas dentro de individuos inmunocompetentes.

La figura 14 es una representacion esquematica del ciclo viral de EBV. La infeccion 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 replicacion viral en
el epitelio nasofaringeo y con la entrada del virus al pool de células B circulantes. Los
eventos iniciales despues de la infeccion de células in vivo parecen ser similares a los
observados inmediatamente después de las infecciones in vitro que implica la expresion
a partir de los promotores Wp, Cp, LMP y expresion de el c/uster completo de proteinas
latentes (1lamado patron de expresion de latencia I1I). Este particular programa de
expresion latente tiene dos mayores efectos que ayudan al establecimiento de la
persistencia viral en el sistema linfoide:

1) Es capaz de inducir una rapida expansién policlonal de las células B infectadas
tempranamente (antes que la respuesta inmune comience)

ii) La expresion de la proteina latente viral LMP1 regula en las células B la expresion de
Bcl-2 y A20 dos proteinas celulares claves que normalmente determinan la supervivencia
de una pequeiia fraccion de las células B como células de memoria y que de este modo
favorecen la supervivencia de las células infectadas.

Esta fase temprana de proliferacion de células B inducidas por la infeccion viral es
drasticamente controlada por la respuesta de las células T del huesped en donde la

mayoria de las células infectadas son eliminadas. A pesar de la fuerte respuesta inmune la
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infeccion viral nunca es completamente eliminada. Se supone que en esta etapa se
produce un switch (probablemente inducido por la diferenciacion de las células B
infectadas) en el programa genético de expresion de EBV cambiando a los programas de
latencia /Il donde basicamente se expresa un nimero minimo de proteinas virales
latentes cuya unica funcion es la manutencion episomal del genéma de EBV. A pesar de
que ello implica una transicion de un fenotipo proliferativo a uno practicamente
quiescente, estas células son capaces de escapar al control inmunoloégico y por ende
actuan como reservoreo ya que pueden reactivarse o pasar a latencia 111 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 acompaiia la
mononucleosis infecciosa y por el desarrollo de linfomas inmunoblasticos EB V-positivos
en pacientes inmunosuprimidos. Este delicado balance dominado por un pequeiio y
constante numero de células infectadas controladas por el sistema inmune puede
disrrumpirse en ciertos contextos (como la inmunosupresion) y manifestarse luego
clinicamente como enfermedades linfoproliferativas asociadas a la infeccion por EBV.
A pesar de las obvias homologias entre EBV y KSHYV existen diferencias sustantivas
entre los dos virus. En principio KSHV posee varios genes homologos a genes celulares
que no estan codificados en el genoma de EBV. Ademas los tipos celulares que ambos
tipos de virus infectan son diferentes y estan asociados a distintas patologias. Por otro
lado EBV es muchisimo 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 productivamente y las células infectadas
pierden el virus despues de pocos pasajes. De este modo a pesar de que KSHV esta
asociado a enfermedades linfoproliferativas no existe evidencia de que como en el caso
de EBV la infeccion y expresion de los genes latentes de KSHV represente un evento
oncogénico. Actualmente se desconoce hasta que extremo el paradigma de EBV sirve

para explicar la patogénesis de las enfermedades asociadas a KSHV.
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Figura 1% Representacion de las interacciones virus-huesped que ocurren como consecuenncia

de las infecciones primarias y persistentes por EBV y que modulan los programas de expresion
genética de este virus. (“Fields Virology”, capitulo 75, 1996)
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Figura 14: La interaccion entre la expresion genética de EBV y otros eventos oncogénicos
adicionales (en general alteraciones genéticas en la célula huesped) cooperan en la patogénesis
de distintos tipos de linfomas. En la figura se muestran los distintos patrones de expresion latente de EBV y las
distintas alteraciones genéticas del huesped o co-infecciones virales asociadas especificamente a los diferentes tipos de
linfomas. En negritas se muestran los eventos que ocurren practicamente en el 100% de los casos. Notese que las
patologias asociadas al patrén de latencia III inicamente 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 interaccion del gendma viral con el gendma humano crea un nuevo contexto genético en donde eventos
oncogénicos novedozos pueden ocurrir en circunstancias esporadicas, pero determinadas ( Figura: Mesri y Cesarman
1999).
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3.1) Intentando Probar el rol Causal de KSHYV en la patogénesis del

sarcoma de kaposi

Dos problemas metodoldgicos experimentales emergen claramente cuando se intenta

probar el rol patogénico del KSHV.

i) Falta de modelos animales:
* No se conocen tumores similares en animales.

* Hasta la fecha no se conoce ningin 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 formacion de placa y los experimentos genéticos
clasicos con virus mutantes, recombinantes 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 utiles para el estudio de la biologia de este virus.Como se ha mencionado varias
lineas celulares derivadas de Linfomas de Efusiones 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 serologicos y para estudiar los programas liticos y latentes del KSHV.
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3.2) Modelando el rol de KSHYV en la etiopatogenia del SK asociado al
SIDA.

Como se ha mencionado previamente es evidente que la infeccion por

KSHYV representa solo uno de las multiples etapas involucradas en el desarrollo del SK (
Gallo 1998, Ganem 1998), adicionalmente la virulencia de KSHV esta parcialmente
determinada por el patron de expresion 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
desregulacion inmune y la expresion de la proteina Tat del VIH (Gallo 1998, Ensoli
1998). KSHYV al igual que otros herpesvirus es capaz de producir infecciones latentes o
infecciones productivas (liticas) que destruyen las células infectadas. La mayor parte de
las células en las lesiones estan infectadas latentemente sugiriendo que este la expresion
genética latente es necesaria para el mantenimiento del fenotipo maligno de las lesione de
SK (Staskus 1997). A pesar de ello la mayoria de las proteinas virales que se sospecha
que podrian tener una actividad patogénica son controladas por genes liticos expresados
unicamente en el subset de células infectadas productivamente (Sun 1999, Staskus 1997).
Eventualmente estos genes liticos podrian jugar importantes roles en la génesis del
precursor circulante o neoplastico del SK ( ver secciones 1.2 y 1.3), en la infeccion "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
evolucion del SK por estimulacion paracrina de las células vecinas ( figura 16 ver
secciones 1.3y 1.4). La precencia de citoquinas inflamatorias del tipo Th1(como por
ejemplo IFN y) precede a la infeccion de KSHYV en las lesiones tempranas de SK
(Sirianni 1998), notablemente estas citoquinas son capaces de reactivar el ciclo litico de
KSHV e inducir la diferenciacion 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 Kaposi en multiples etapas (Mesri 1999,
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F igura....b:Un posible modelo para la patogénesis 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 KSHYV inician el ciclo litico, esta reactivacion induce la expresion de varios
genes “early lytic” como vIL-6, KSHV-GPCR y K1 que son potencialmente patogénicos.
La expresion de proteinas patogénicas y la produccion de virus alimentan la creacion de un
ambiente inflamatorio-angiogénico que es necesario para aumentar el numero de células
infectables (células endoteliales por ej.) en la cercania de la lesion. A pesar de que la
mayoria de de las células ahusadas y endoteliales en las lesiones estan infectadas
latentemente entre el 5-10%
de estas células y un porcentaje variable de monocitos se encuentran liticamente infectadas.
La regresion de las lesiones de SK que generalmente acompana la terapia de HAART en los
pacientes de SIDA-KS sugiere que la constante reactivacion y reimfeccion por el virus en el
contexto de la inmunosupresion y desregulacion son necesarios para mantener las lesiones.
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Ensoli 1998) en el cual la combinacién de inflamacién y reactivacion de KSHV inducen
la evolucion de una lesion hiperplasica inflamatoria crénica retroalimentada por un
circuito de citoquinas inflamatorias, Tat y factores paracrinos estimulatorios codificados
por KSHV que finalmente inducen transformacién maligna.

Uno de los posibles escenarios para la patogénesis del SK inducida por la infeccion de
KSHYV se describe en la figura 16

3.3) Estrategia de genes candidatos e hipétesis de trabajo

El descubrimiento del virus de KSHV, los datos epidemiolégicos y la secuenciacion de su
genoma permitieron que se racionalice la patogénesis del SK desde una nueva
perspectiva.

Nuestra interpretacion de los datos epidemioldgicos y experimentales es que a pesar de
que la infeccion por KSHV no es deterministicamente oncogénica, la interaccion 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 explicaria por que la incidencia es menor que la prevalencia)

Un claro ejemplo de ello es el desbalance del control inmunolégico ( infeccion de VIH, o
la inmunosuprecion en los pacientes transplantados) que permite la reactivacion del ciclo
replicativo viral y la expresion de proteinas de KSHYV (early lytic and late lytic) que
normalmente se encuentran reprimidas para poder escapar al control inmunoldgico.
Nuestra hipotesis de trabajo es que la expresion 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 numero de genes con
homologia a genes humanos como IL-6, quemoquinas como las MIPs , un homologo a |
receptor de IL-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
* Infiltrado inflamatorio

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

Notablemente con excepcion de la Ciclina D y la proteina Fly viral ( implicada en
procesos antiapoptoticos) todos los genes de KSHV con potencialidad patogénica tienen
un patron de expresion litico temprano o "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 reactivacion viral. En determinados contextos, como cuando se
debilita el control inmunolégico sobre la reactivacion viral , la probabilidad de entrada al
ciclo litico y los titulos virales aumentan ( De hecho como se ha mencionado en la
seccion.... Los titulos virales tienen valor pronéstico sobre la probabilidad de desarrollar
el SK). Con el aumento de expresion de genes early-lytic las chances de la ocurrencia de
eventos estocasticos oncogénicos se incrementa dramaticamente.

Basados en esta hipdtesis 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 ( Transformaciéon o Inmortalizacién).
* Capacidad para inducir procesos angiogénicos.

* Capacidad para inducir procesos inflamatorios.

En sintesis, la hipétesis subyacente es-que KSEVu eleo-factor etiolégico causante
del sarcoma de Kaposi y como tal posee la maqninaria molecular capazde -
desencadenar, al menos en ciertos contextos, algunos:de los fenotipos caracteristicos

de las lesiones de SK.
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Figura ..\ KSHYV codifica para genes capaces de manipular las vias de transduccion de

seniales involucradas en proliferacion y supervivencia celular.
A la actividad constitutiva de KSHV-GPCR es capaz de reclutar MAPKs que activan factores
transcripcionales que a su vez regulan la proliferacion celular y la secrecion de factores de crecimiento.
B los dominios citoplasmdticos ITAM presentes en K1 pueden reclutar cascadas involucradas en la
activacion de células B. C Ciertos genes de KSHV tmabién son capaces de modular las vias de seilales que
responden a citoquinas, vIL-6 se une a gp130 y activando la via JAK1I/STAT3 y consecuentemente la
transcripcion desde genes modulados por IL6RE que generalmente se relacionan con la proliferacion y
diferenciacion de células B; vIRF es un represor transcripcional que bloquea la activacion de los genes
regulados por el hIRF.
D vCyclin D activa CDK4 y causando la fosforilacion de Rb y evitando de este modo que est proteina pueda
causar el arresto del ciclo celular, a su vez el complejo vCycD/CDK6 degrada al inhibidor de CDKp27
desrregulando de este modo los mecanismos de control sobre la transicion G1/S. v-BCL2 y vFLIP pueden
inhibir la apoptosis al interaccionar con moléculas pro-apoptéticas del huesped como Bax y FLICE.(figura
extraida de Cesarman E. y Mesri E. 1999).
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4) Eleccion de KSHV-GPCR como gen candidato

El ORF 74 de KSHV ( KSHV-GPCR ) codifica para un receptor acoplado a proteina G
(figura 17) que es sumamente homologo al receptor humano de IL-8 (Cesarman eta al
1996). Llamativamente este receptor viral se encuentra codificado en una region dentro
del genoma de KSHV donde se localiza un “cluster” de genes potencialmente
oncogénicos (figura 18; Boshoff 1998).
Como los y herpesvirus son oncogénicos y se ha demostrado que receptores acoplados a
proteina G pueden ser transformantes bajo ciertas circunstancias ( por ejemplo ver Julius
D, Science 1989), nuestra hipdtesis es que KSHV-GPCR es un virus oncogénico cuya
capacidad oncogénica se debe en parte a KSHV-GPCR. Esta posibilidad esta
soportada por el hecho de la especifica asociacion de KSHV con el SK y con los linfomas
de efusion primaria y el hecho de que el mensajero de KSHV-GPCR se transcriba en
ambos tipos de enfermedades (Cesarman et al J of Virology 1996, Arvanitakis L, Blood
1996).
KSHV-GPCR tiene ciertas caracteristicas inusuales que lo diferencian del receptor de
hIL-8 (Arvanitakis et al Nature 1997) :
o KSHV-GPCR activa cascadas de transduccion de sefales independientemente de la
presencia de agonistas (es un receptor constitutivamente activado)
¢ Esta a coplado a una variedad mucho mayor de proteinas G que el hIL-8R (por
ejemplo, cuando se exxpresa en célulass Cos-1 no necesita de la co-transfeccion de
G 16 para transducir sefiales eficientemente)
Estas caracteristicas definen a KSHV-GPCR como un receptor promiscuo capaz de
activar cascadas de transduccion de sefiales constitutivamente en diferentes tipos y
contextos celulares.
La activacion constitutiva de GPCRs endogenos ocurre generalmente como
consecuencia de mutaciones especificas en estos receptores (Milano C, Science 1994,
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, Sande J V J. Clin. Endocrin. Metab. 1995). El incremento de proliferacion
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 podria
actuar en el desarrollo de las enfermedades asociadas a KSHV.
¢ Directos: en la cual las cascadas de seiales constitutivamente activadas por KSHV-
GPCR inducen transformacion neoplastica
¢ Indirectos: En la cual genes activados como consecuencia de la expresion de KSHV-
GPCR podrian paracrina o autocrinamente jugar un rol central en el desarrollo de
estas patologias. Lo cual seria coherente con la hipotesis reactiva (ver introduccion).
Un ejemplo de mecanismo indirecto podria ser la activacion 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 dramaticamente modulados por secuencias responsivas a AP-1 (Erdos G,
J. Cell Physiol 1995) . Llamativamente KSHV-GPCR activa la via PKC/AP-1
(Arvanitakis et al, Nature 1997).
Ademas 1L.-8 es un importante factor angiogénico, si las cascadas de transduccion de
senales activadas por el hIL-8R y KSHV-GPCR estuvieran conservadas cabria esperar
consecuencias proliferativas y angiogénicas especificas de células endoteliales en
respuesta a la expresion 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 KSHYV en el desarrollo del SK hace falta
generar modelos animales de infeccion viral y patogénesis, la demostracion 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 patologia que podrian eventualmente tener un impacto en la
comprension de esta enfermedad y en el tratamiento de los pacientes con enfermedades

asociadas a KSHV.



OBJETIVOS



Objetivos




RESULTADOS



Resultados e 1) KSHV-GPCR y oncogénesis 1

Resultados :

1) KSHV-GPCR es una oncoproteina viral y

un activador angiogénico

1.1) La expresion ectépica de KSHV-GPCR induce transformacion
celular en fibroblastos inmortalizados de raton ( NIH3T3).

Para determinar si la expresion del GPCR constitutivamente activado codificado por el
ORF 74 de KSHV podia inducir transformacién celular se decidid expresar esta proteina
en NIH3T3 y utilizando el ensayo de formacion de focos de transformacion celular (FFA)
medir su potencial oncogénico (Ver seccion 3.02). Esta metodologia ha sido utilizada
previamente para demostrar el potencial oncogénico de otros GPCRs ( Julius 1989,
Gutkind 1991)

Con el proposito de sobreexpresar este receptor viral en NIH3T3 se subclono KSHV-
GPCR en el sitio multiple de clonado de el vector de expresion pCEFL cuyo promotor es
el del factor de elongacion 2 de raton.

Para verificar la expresion de KSHV-GPCR se transfectaron células NIH3T3 y se
seleccionaron en G418 (pCEFL contiene un gen de resistencia a esta droga). La
transcripcion del mensajero de este receptor viral se verifico por RT-PCR ( figura2)y su
actividad bioquimica se demostroé midiendo la acumulacidn de IP3 en las células
transfectadas con KSHV-GPCR comparadas con los niveles acumulados en células control
(NIH3TS3 transfectadas con pCEFL). (ver figura 3). Estos resultados indican que la
proteina se esta traduciendo, que se localiza correctamente en la membrana plasmética y

que en este sistema este receptor es bioquimicamente activo.
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Como se observa en la figura 4 la expresion 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 expresion de KSHV-GPCR
aumenta la probabilidad de transformacion en NIH 3T3 y que el nimero de focos es
proporcional a la cantidad de vectores pCEFL/KSHV;GPCR que se transfectan (fig 4).En
contraste las células 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 transfeccion de ambos vectores (pPCEFL y pCEFL/KSHV-GPCR)
calculada como el nimero de colonias G418 resistentes despues de transfectar NIH3T3
con el mismo niumero de plasmidos es la misma. De modo que la diferencia en el nameros
de focos solo puede ser explicada por la actividad transformante de KSHV-GPCR.

A su vez la potencia oncogénica de KSHV-GPCR (medida como la cantidad de focos
producido por un nimero determinado de plasmidos) es similar a la de M1 (otro GPCR)

pero muy inferior a la de Ras V12 (ver tabla 1).

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

expresion ectopica de RasV12 (un mutante de Ras que est4 constitutivamente activado):

* El fenotipo: Los focos inducidos por KSHV-GPCR son muchisimos mas compactos
y densos que los focos inducidos por expresion de RasV12. (ver figura 2) De hecho el
fenotipo es parecido a los focos inducidos por expresion de RhoQL (un mutante de
Rho que esta constitutivamente activado) y a los focos inducidos por Mas ( otro
GPCR oncogénico que transforma principalmente a través de Rac).

* La cinética de formacion de los ""focos KSHV-GPCR" : los focos KSHV-GPCR
tardan tres semanas en formarse en contraste los "focos RasV12" tardan solo 9 dias

en aparecer.

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

transformacidn y las vias de transduccion de sefiales activadas por Ras y por KSHV-

GPCR son diferentes.
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Figura 3: La expresion de KSHV-GPCR en NIH3T3 induce focos de transformacion
celular. Células NIH3T3 fueron transfectadas con pCEFL-KSHV-GPCR (A,B y C) o con PCEFL (D,E y F)
como control negativo, exactamente tres semanas después de la confluencia las células fueron teridas y fijadas
como se describe en la seccion de métodos. Si bien en los distintos experimentos la cantidad de plasmidos
transfectados varia, la cantidad de ADN utilizada en todas las trasnfecciones es la misma (25ug). A y D fueron
transfectados con 0. 2ug de ADN plasmidico (pCEFL-KSHV-GPCR y pCEFL respectivamente), B y E con 2ug y
Cy F fueron transfectadas con 0.2ug y tratadas posteriormente (desde las 24hs después de la transfeccion) con
G418 (750ug/ml). Como puede verse en la figura la expresion de KSHV-GPCR induce focos de transformacion
celular y la cantidad de focos observados es proporcional al numero de células que expresan este receptor viral.
En contraste no se observa pérdida de inhibicion por contacto en las células transfectadas con pCEFL.

Figura 4: Detalle de un foco de células transformadas por expresion de KSHV-GPCR. Enla
foto se puede observar la apariencia microscopica de un foco de células transformadas como consecuencia de
la expresion de KSHV-GPCR, en contraste puede observarse que la monocapa de células NIH3T3 que rodean al
Jfoco permanecen inhibidas por contacto. Notese que la apariencia del foco es compacta (a diferencia de los
Jfocos de Ras que son mas difusos) y muestra gran similaridad con el “fenotipo” de los focos que se producen
como consecuencia de la expresion de versiones constitutivamente activadas de “pequenas proteinas 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 transformacion 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 formacion de focos
por que la formacion de tumores en ratones implica una serie de caracteristicas fenotipicas
mucho mas complejas que la ausencia de inhibicién 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 vy seleccionadas en G418.

Tres de los cuatro clones transformados expresando KSHV-GPCR dieron tumores en los
ratones de aproximadamente 1.5 cm3 entre 10 y 28 dias después de su inyeccion. Por
contraste no se observaron tumores cuando se inyectaron las células establemente
transfectadas con pCEFL. (ver tabla 1 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 d¢ ARNm de KSHV-GPCR y
acumulan altos niveles de IP3 indicando que este receptor viral estaba bioquimicamente
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 vias de transduccion de sefiales que participan en

los procesos de transformacion y tumorigenicidad.
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Figura 4: Las células NIH3T3 transformadas como consecuencia de la expresion de

KSHV-GPCR son tumorigénicas en ratones desnudos.

Aproximadamente 300.000 células 200ul PBS fueron inyectadas en el flanco de cada raton. Fotografia tomada
10 dias después de las inyecciones. a raton inyectado con células provenientes de un foco de células
transformadas, b raton invectado con células establemente transfectadas con el vector pCEFL, ¢ Apariencia
microscépica de un tumor tefiido con H'E (X400). Las flechas indican la presencia de vasos.

Plasmido Colonias G418 | Nro. de focos | Clones tumorigénicos
PCEFL 3500 0 0/3
pCEFL-KSHV-

GPCR 2800 400 3/4
pCMV-M1

AchR 3000 680 ND
pCEFL-

RasVi2 2500 2000 ND

Tabla I: Transformacion celular y tumorigenicidad inducida por la expresion de KSHV-
GPCR. Las células NIH3T3 fueron transfectadas con 0,2 o 2ug de plasmido segiin se indica en la seccion de

métodos.

La eficiencia de transfeccion fue determinada plaqueando las células en presencia de G418 (750ug/ml) y
contando el niimero de colonias resistentes.

La potencia oncogénica fue determinada transfectando las células con 0,2ug de plasmido. Los focos fueron
contados tres semanas después de que las células llegaran a confluencia para los GPCRs y 10 dias después
para RasV'12.

Los tumores se contabilizaron un mes después de haber inyectado las células NIH3T3 en los ratones desnudos.
PCMV-MI fue wiilizado como un control positivo de un GPCR transformante (las células fueron cultivadas en

presencia de 100uM de carbacol).
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1.3) La expresion de KSHV-GPCR en NIH3T3 induce la secrecién de

factores pro-angiogénicos.

KSHV-GPCR es sumamente homologo al receptor de la quemoquina angiogénica 1L-8
(Kolch 1992). Anteriormente se habia demostrado que KSHV-GPCR estimula la
transcripcion a partir de un promotor regulado por secuencias AP-1 (Arvanitakis 1997)
que son secuencias que tipicamente regulan la expresion de numerosos factores
angiogénicos ( Kolch 1995)

Como se ha mencionado en la introduccidn (seccion 1.1) una peculiaridad del SK es la
intensa vascularizacion observada en las lesiones ( lo cual es particularmente llamativo en
el SK por que no se trata de un tumor solido) y la activa proliferacion de células
endoteliales y de células de forma ahusada (supuestamente de origen endotelial). En este
contexto es que decidimos investigar si la expresion de KSHV-GPCR en NIH3T3 podia
inducir la secrecion de factores pro-angiogenicos. En el corte histolégico de los tumores
inducidos por la expresion de KSHV-GPCR puede observarse (figura) que se trata de un
tipico fibrosarcoma, pero tiene la peculiaridad de que se encuentra intensamente
vascularizado. Esta es una observacion que podria ser relevante para nuestros estudios (el
SK es basicamente un tumor vascular), pero dado que las células tumorales necesitan
formar nuevos vasos para proliferar y no morir necrotizadas (ver seccion.... de la
introduccion) existe una presion selectiva que favorece a las células capaces de inducir un
switch angiogénico. No es posible a través del analisis histolégico determinar si el switch
angiogénico es una consecuencia directa de la expresion de KSHV-GPCR (previa a la
inyeccion) o si por el contrario unas pocas células angiogénicas que no eran
representativas de la poblacion general y fueron seleccionadas y amplificadas después de
ser inyectadas en el raton.

Para discriminar entre estas dos hipotésis se disefiaron una serie de experimentos con el
proposito de determinar el potencial angiogénico de KSHV-GPCR.

La linea celular NIH3T3 no induce estimulacion paracrina 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 proliferacion de células
endoteliales.

La figura..... muestra que unicamente los medios condicionados provenientes de células
expresando KSHV-GPCR fueron capaces de inducir angiogénesis “in vitro” y la
proliferacion de células endoteliales ( Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVECs:).
Estos resultados indican que la expresion 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 podria paracrina y/o autocrinamente

incrementar la proliferacion de celulas endoteliales y la formacion de vasos.

1.4) La activacién angiogénica inducida por KSHV-GPCR esté
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)
ademas VEGF es un factor de crecimiento para las células ahusadas del SK ( Cornalli
1996, Masood 1997, Nakamura 1997) y esta transcripcionalmente regulado por
secuencias AP-1 (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 Northernblot 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 que proviene de las células NIH3T3 que expresan KSHV-

GPCR contiene factores angiogénicos.

a y b estimulacion paracrina de células endoteliales (HUVECs). a Mitogenicidad de las células HUVECs en
respuesta a medio condicionado proveniente de células transfectadas con KSHV-GPCR (barras negras) o con
pCEFL (barras blancas). b Mitogenicidad en HUVECs inducida por los medios condicionados que provienen
de distintos grupos de células transfectadas establemente con KSHV-GPCR (simbolos negros), pCEFL
(simbolos blancos) o sin transfectar (triangulos blancos). Los datos experimentales son la media de
dedeterminaciones hechas en duplicado en un experimento representativo. La desviacion de los datos fue en
todos los casos menor al 10%. ¢ Formacion de microvasculatura endotelial “in vitro” inducida por los medios
condicionados de las células NIH 373 transfectadas. Las fotografias (X400, contraste de fase) muestran la
apariencia de la superficie de matrigel 24hs después de haber plaqueado las células HUVECs en presencia de
los diferentes medios condicionados. Notese que la formacion de “tibulos "interconectados solo aparece en las
células que fueron incubadas con los medios condicionados de las células que expresaban KSHV-GPCR. d
Formacion de “microvasculatura in vitro” por co-incubacion de HUVECs con células transfectadas. Las
células transfectadas fueron mezcladas con el matrigel y las células HUVECS fueron plaqueadas arriba. Notese
el incremento de formacion de “microtubulos” y la invasion de la matriz tridimencional que ocurre en el
experimento donde las HUVECs fueron mezcladas con las células NIH3T3 que expresaban KSHV-GPCR. Estas
Jfotografias fueron tomadas 48hs después de el plaqueo (X100, contraste de fase)
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Figura 5: La expresion de KSHV-GPCR en NIH3T3 incrementa los niveles de VEGF.
A El northernblot de la figura muestra que los niveles de ARN mensajero de VEGF se encuentran
incrementados en las células que expresan KSHV-GPCR; 10y 12 son células seleccionadas
independientemente y en paralelo, GC indica que el ARN proviene de células que expresan KSHV-GPCR,
CL que el ARN proviene de células transfectadas con pCEFL, la letra F (F-GC) indica que las células
provienen de focos transformados y la T (T-GC) que son células rescatadas del tumor de raton. B El
ELISA demuestra que los medios condicionados de las células que fueron transfectadas con KSHV-GPCR
contienen altos niveles de VEGFE, en negro se ilustran los niveles de VEGF paralos medios que provienen
de las células que fueron transfectadas con KSHV-GPCR, en blanco el de las células transfectadas con
pCEFL. Los distintos medios condicionados provienen de células seleccionadas independientemente y en
paralelo.




Resultados - 1) KSHV-GPCR y angiogénesis 2 37

la figura.... los niveles de VEGF son proporcionales al “poder mitogénico” de los medios
condicionados (r=0.92) sugiriendo que VEGF podria estar mediando estas respuestas.
Para testear esta hipotesis se preincubaron los diferentes medios condicionados con
anticuerpos bloqueantes anti-VEGF o con anticuerpos anti -IgG como control. Como se
puede ver en la figura... el anticuerpo anti-VEGF fue capaz de bloquear el efecto
mitogénico y 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 fisiologicas y patologicas, esta mediando el switch angiogénico

inducido por la expresion de KSHV-GPCR.
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Figura 6: La angiogenicidad inducida por KSHV-GPCR estd mediada por VEGF. Los
medios condicionados de las células que expresan KSHV-GPCR fueron pre-incubados con anticuerpos
bloqueantes anti-VEGI o anticuerpos IgG (control). Las figuras A (cuantitativa) y B muestran como el
anticuerpo anti-VEGF bloquea especificamente la actividad mitogénica endotelial de los medios condicionados,
B Las barras negras indican la proliferacion inducida por la incubacion de células endoteliales con medio
condicionado, las barras blancas el poder mitogénico del mismo medio condicionado pretratado con
anticuerpos anti 1gG y las barras grises la mitogenisidad del mismo medio pre-incubado con aanticuerpos anti-
VEGE. C La pre-incubacion de los medios condicionados provenientes de células que expresaban KSHV-GPCR
con el anticuerpo anti-VEGF también bloquea especificamente la formacion de estructuras “microvasculares in

vitro". (la fotografia muestra la apariencia de los microtubulos después de 24hs de incubacion; contraste de
fase, X100).
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2) Rol de la activacion de las MAPKSs en la
transformacion oncogénica inducida por la

expresion de KSHV-GPCR.

2.1) 1a expresion de KSHV-GPCR en HEK293T activa JNK/SAPK y p38
dos kinasas que tipicamente transducen seiales de tipo inflamatorio y de

stress.

Nuestros resultados sugieren que KSHV-GPCR es capaz de activar cascadas de seiiales
que participan en procesos oncogenicos y angiogeénicos.

Tres de las principales kinasas que son activadas durante el proceso de transduccion de
sefiales entre los receptores de membrana activados y el nicleo pertenecen a la familia de
las MAPK. Las ERK/MAPK son activadas generalmente por estimulos mitogénicos
(tipicamente por receptores con actividad tirosina quinasa) (Robinson 1997), por otro lado
JNK/SAPK (Derijard 1994, Sluss 1994) y p38MAPK (Freshney 1994, Rouse 1994)
responden a otros tipos de estimulos como stress y citoquinas inflamatonias. (Davis 1994,
Kyriakis 1996, Robinson 1997). Distintos GPCRs activadan diferentes miembros de la
familia de MAPKSs y en particular se ha demostrado el rol de algunas de estas quinasas
(ERK y JNK en particular) en el mecanismo de transformacion oncogénica mediada por
GPCRs ( ver por €j Gutkind 1998). Para investigar cuales eran las MAPK activadas por
KSHV-GPCR co-expresamos este receptor viral con versiones tagueadas de ERK-2
(HA-ERK?2), p38 (HA-p38) y JNK (HA-JNK) en la linea celular HEK 293T. Como puede
observarse en la figura..... 1a expresion de KSHV-GPCR activo a JNK y a p38 pero no a
ERK-2.
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Figura 7: La expresion de KSHV-GPCR en células HEK293T induce la activaciéon de

miembros de la superfamilia de MAPKS. Las células HEK293T fueron co-transfectadas con 2ug
de plasmido/placa de pCEFL-KSHV-GPCR o pCEFL (control) y uno de los siguientes vectores pCDNA3-HA-
JNK, pCDNA3-HA-ERK-2 o pCEFL-p38 (lug por placa). Como controles positivos las células fueron
transfectadas con pCEFI.-RasV12 (control para ERK-2) o estimuladas con Anisomicina (10ug/ml) para el
control positivo de los experimentos de JNK y p38. Las reacciones del ensayo de quinasa fueron realizadas
con los inmunoprecipitados anti-HA, ATPyradioactivo y los sustratos especificos correspondientes. La figura
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 la
activacion es respecto al control negativo (transfectado con pCEFL).
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Este provocativo resultado es consistente con la idea de que la transduccion de sefiales
activada por KSHV-GPCR en las células infectadas por KSHV podria mimificar el efecto
de las citoquinas inflamatorias que son angiogénicas y que ademas actuan como factores
de crecimiento para las células B y células endoteliales y ahusadas del SK (intoduccion

secciones 1.3y |1 4).

2.2) Vias de transduccion de seiiales activadas por KSHV-GPCR en
NIH-3T3

La observacion de que la expresion de KSHV-GPCR en HEK293T podia activar vias de
senales tipicamente activadas por citoquinas inflamatorias dejaba abierta la posibilidad de
que el mecanismo molecular por el cual este GPCR transformaba NIH3T3 fuera atipico
(ERK independiente) y de que este oncogen constituyera un modelo para estudiar la
coneccion molecular entre inflamacion y cancer.

Sin embargo no teniamos evidencia de que la activacion de p38 y JNK estuviera
causalmente relacionada con la transformacion maligna inducida por la expresion de
KSHV-GPCR en NIH3T3, ademas las vias de transduccion de senales activadas por
KSHV-GPCR en ambas lineas celulares (HEK293T y NIH3T3 ) no tienen por que ser
necesariamente identicas.

En un esfuerzo por tratar de comprender los mecanismos oncogénicos activados por este
receptor decidimos utilizar NIH3T3 como modelo unificado en donde estudiar la
transformacion maligna y las vias de transduccion de sefiales activadas por la expresion de
KSHV-GPCR.

Uno de los problemas experimentales con los que nos encontramos es que como
consecuencia de que KSHV-GPCR esta constitutivamente activado los clones
seleccionados en G418 (se tarda aprox. un mes en aislar clones establemente
transfectados) podrian haber sufrido procesos estocasticos que alterasen las vias de
transduccion de senales activadas directamente y que estos cambios no reflejen las

consecuencias de la expresion de KSHV-GPCR.
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Por este motivo decidimos medir el efecto de la expresion transiente de KSHV-GPCR en
NIH3T3.

Para ello volvimos a recurrir al sistema de co-transfeccion de KSHV-GPCR (o controles
apropiados) y MAPKSs tagueadas, pero esta vez las células fueron trasnfectadas con
lipofectamina para aumentar la eficiencia de transfeccion en NIH3T3 ( La eficiencia de
transfeccion de estas células por el método de CaCl2 es muy baja).

Como puede observarse en la figura... la expresion transiente de KSHV-GPCR en estas
células no parece estar activando ninguna de las tres quinasas estudiadas a pesar de que
utilizando la misma metodologia RasV 12 (un mutante constitutivamente activado de Ras)
activa a ERK-2 y anisomicina (un antibiético que tipicamente se utiliza como control
positivo de activacion de las vias de stress) activa a JNK y a p38.

Estos resultados fueron repetidos consistentemente en numerosas ocasiones y en distintas
condiciones experimentales.

Las MAPKs forman parte de un mecanismo agudo y rapido de respuesta a estimulos
extracelulares. Usualmente los picos de activacion son de entre 5 y 40 minutos después de
la induccion del receptor por el ligando correspondiente. Numerosos trabajos demuestran
como la activacion de las MAPKSs deja de ser evidente después de prolongadas
estimulaciones con el ligando (Ver por ejemplo Coso et al.).

La activacion constitutiva de un oncogen cuyo mecanismo de transformacion incolucra a
las MAPKSs no necesariamente implica la activacion crénica de estas quinasas. De hecho
utilizando M1 y su ligando carbaco! ( M1 es un un GPCR ligando dependiente) pudimos
reproducir en nuestro sistema los resultados de Coso et al. (datos no mostrados) y la
activacion de las MAPKs deja de ser evidente despés de la exposicion cronica de las
células a carbacol ( el ligando).

La explicacion de por que KSHV-GPCR es capaz de activar “cronicamente” a las

MAPK en HEK293T reside posiblemente en que estas células fueron transformadas

con “large T por lo cual amplifican draméiticamente el nimero de plasmidos con

origen replicativo de SV40 (como pCEFL y pCDNA) por célula y posiblemente

saturen rapidamente los mecanismos fisiologicos de control de la actividad de

MAPKSs , de hecho el mismo fendémeno se observa también en cuando se transfecta
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Figura...: Falta de evidencia de activacion de las MAPKSs en experimentos de expresion

transiente de KSHV-GPCR en NIH3T3. A yB Triplicados de un experimento representativo de kinasas in 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 activacion de Erk , tratamiento de celulas
transfectadas con pCEFL con anisomicina para el control positivo del experimento de JNK, o alternativamente
transfectadas con pCEFL-KSHV-GPCR (KGC) 36hs después de la transfeccion las células fueron lisadas para luego
realizar una inmunoprecipitacion 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-MBP es proporcional a la actividad de ERK-2. A pesar de que RasV 12 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-2 que es sustrato de JNK y fosforo radioactivo, 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 KSHV-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 activacion de MAPK en NIH3T3 este oncogen es
capaz de producir transformacion celular y secrecion de VEGF en estas células. En
ausencia de un ligando conocido capaz de super-activar a KSHV-GPCR agudamente
decidimos intentar medir efectores rio abajo de las MAPKSs que fueran mas estables en el
tiempo y que pudicran dar cuenta indirecta de la activacion previa de estas quinasas.

El “Serum Response Element o SRE” es una secuencia regulatoria de la transcripcion que
tipicamente se encuentra presente en genes que se transcriben cuando la células se
estimulan con suero (Treisman 1990 review) basicamente esta regulado por dos factores
de transcripcion SRF (Norman 1988) que contiene el dominio que reconoce la secuencia
candnica del SRE y el TCF (Ternary Complex Factor) formado por las proteinas Elk-1,
SAP-1 y SAP-2 y que participan cooperativamente con SRF en el mecanismo de
transactivacion de los genes regulados por SRE. Los TCFs regulan la actividad del SRE
en respuesta a MAPKSs, en particular Elk-1 es fosforilado, y de este modo activado por
ERK-1/2, p38 y JNK ( Treisman 1994...... citas p38 y JNK).

Para tratar de dilucidar si KSHV-GPCR activa las MAPKs en NIH3T3 decidimos hacer
un ensayo reportero de la actividad de SRE-Luc como consecuencia de la expresion de
este receptor viral.

En la figura .... Se muestra que KSHV-GPCR es capaz de activar el gen reportero de
SRE casi tan potentemente como RasV12. Sin embargo este resultado no necesariamente
implica activacion de MAPKSs por que existen evidencias de un mecanismo de activacion
de SRE por suero que es TCF independiente (Hill C.S., 1995) y que esta mediado por la
activacion de SRF por GTPasas de la familia de Rho.

Para determinar si el mecanismo de activacion involucraba la fosforilacion de ELk-1 por
alguna de las MAPKs se realizd un experimento con un sistema “reportero en trans” de la
actividad de Elk-1 (ver figura).

De este modo se demostré que KSHV-GPCR es capaz de activar “in vivo” a las MAPKs

dado que Elk-1 se activa en presencia de este receptor. Como Elk-1 es sustrato de Erk,
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p38 y JNK no es posible determinar cuales de estas quinasas resultan individualmente
activadas por la expresion de KSHV-GPCR en NIH3T3.

ATF-2 es un factor de transcripcion que es fosforilado especificamente por p38 y JNK,
pero no por ERK (citas...... ), para determinar si estas dos quinasas resultaban activadas
en NIH3T3 como consecuencia de la expresion de KSHV-GPCR se midi6 la activacion de
ATEF-2 utilizando nuevamente un sistema reportero en trans. Como se puede ver en la
figura KSHV-GPCR “fosforila” a ATF-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 MAPKSs resultan activadas como
consecuencia de la expresion de KSHV-GPCR en NIH3T3 , ademas el resultado de
activacion de ATF-2 indica quc las vias de transduccion de sefiales de tipo inflamatoria
(JNK o p38 o ambas enzimas) estan activadas en en estas células.

No es posible determinar por estos experimentos si ERK-1/2 resulta activada o no.

Para intentar disectar las vias de transduccion de sefiales involucradas en la activacion de
Elk-1 y ATI-2 por KSHV-GPCR decidimos cotransfectar dominantes negativos que
fueran capaces de bloquear especificamente estas vias de transduccion. Como puede verse
en la figura...La interpretacion de estos resultados es sumamente compleja. En parte ello
se debe a que los dominantes negativos afectan dramaticamente los niveles basales del
promotor de CMV que controla (entre otros) la expresion del vector pPCDNAII/Gal-4-
Elk-1 (0 Gal-4-ATF-2); los niveles de expresion basales de estos factores de transcripcion
quimericos tienen que ser muy bajos en este tipo de experimentos (se transfectan SOng de
estos vectores) por que si no la transcripcion del minigen Gal4RE-LUC es constitutiva y
se independiza de la activacion por fosforilacion 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-GPCR activa MAPKs en NITH3T3. A La activacion de un gen reportero de SRE
indica que las MAPKs podrian ser activadas por KSHV-GPCR. B en la figura se ilustran las las vias de

activacion de SRE que pueden activar al factor transcripcional MAPK/Elk dependientes.También las

secuencias SRE puede ser activadas transcripcionalmente por un mecanismo MAPK/ELK independiente que
es regulado por la via de Rho/SRF.C experimentos realizados con sistemas trans-reporteros (sistema de un

hibrido Gal4/dominio de transactivacion de interes) indican que Elk es fosforilado demostrando que KSHV -
GPCR activa SRE por un mecanismo MAPK dependiente. A la izquierda de la misma figura puede observarse

que KSHV-GPCR también activa ATF-2 un factor transcripcional que es substrato de p38 y JNK.
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2.3) Vias de t;nsduccién de seiiales implicadas en la transformacién

oncogénica inducida por la expresion de KSHV-GPCR.

Para investigar el rol de las distintas MAPKSs en la transformacion maligna inducida por la
expresion de KSHV-GPCR decidimos recurrir nuevamente al ensayo de FFA y co-
expresar dominantes negativos capaces de bloquear especificamente las vias de activacion
de ERK-1/2 (Raf301), JNK (SEKKR) o p38 (SB..., 0o MEKK6KR). (citas....)

Listas quinasas cumplen funciones regulatorias fundamentales en el ciclo celular por lo
tanto la sobreexprecion de un dominante negativo que bloquee completamente uno de
estos caminos pueden afectar aspectos centrales de la fisi6logia celular (como la entrada o
salida de G1 por ejemplo) lo cual modificaria inespecificamente la habilidad de las células
para transformarse independientemente de que si esa via de transduccion resulte activada
o no por la expresion de KSHV-GPCR.

Por otro lado la sobreexpresion de un dominante negativo puede forzar interacciones
moleculares inespecificas con proteinas que son miembros de otras cascadas de
transduccion de sefiales. Ademas las vias de transduccion de sefiales no son estrictamente
paralelas y existe considerable “cross talk” entre ellas.

De alguna manera la concepcion de este experimento es farmacologica en el sentido de
que las “dosis” ( los niveles de expresion) 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 utilizando
distintas vias de transduccion de sefiales no se vea significativamente afectada y
adicionalmente hay que controlar el efecto de “cross talk” entre distintas vias.

En la figura ......... se ilustran varios de los experimentos que se hicieron para tratar de
entender cuales eran las vias de seflales que mediaban el mecanismo de transformacion por
KSHV-GPCR.

En la figura se muestra un experimento representativo en el que cada transfeccion fue
realizada independientemente y por triplicado. Estos resultados sugieren fuertemente un
rol central de la activacion de p38 y JNK en el mecanismo de transformacion activada por

KSHV-GPCR y un rol menor de ERK-1/2 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
coneccion molecular por el cual cancer e inflamacion pueden estar relacionados y
sugiriendo que podria ser el blanco molecular de ciertas drogas anti-inflamatorias que
tienen efectos anticancerigenos. (citas....... ).

Sin embargo nuevamente la interpretacion de estos experimentos no es inequivoca. Dada
la complejidad y el tamafio del experimento no fue posible comparar los niveles de
expresion 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 plasmido (por ejemplo de pCEFL-KSHV-GPCR) produce un
nimero determinado y bastante preciso de focos (que es lo que en estos experimentos se
defini6 como 100%). Sin embargo este no fue el caso con las inhibiciones donde ,a pesar
de que las tendencias se mantuvieron, los porcentajes de inhibicion variaban
considerablemente entre diferentes experimentos.

El experimento con el inhibidor de p38 se repiti6 en cuatro ocasiones y en una de ella no
hubo efecto alguno de esta droga. A si mismo en un experimento aislado Raf301 fue
incapaz de inhibir la transformacién por RasV12.

Las razones para esta variabilidad se desconocen.
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Figura 9: Dominantes negativos de las vias de MAPKs Inhiben la transformacion oncogén

inducida por la expresion de KSHV-GPCR. A Las células NIH3T3 fueron transfectadas con 0,5ug
pCEFL-KSHV-GPCR (barras negras) ,0,05ug de pCEFL- RasV12 (barras blancas) o 0,5ug de pCEFL-ME,
(barras con lineas diagonales grises) tratadas o no con el inhibidor farmacolégico de p38 (SB202190) o co
transfectadas con estos plasmidos y las cantidades indicadas en el grifico de plasmidos codificantes para
dominantes negativos . La cantidad de ADN total transfectada en cada experimento fue normalizada (25ug).
focos producidos por expresion de RasV12 y MEKE fueron analizados 10 dias después de que las células
llegaran a confluencia, los focos inducidos por expresion de KSHV-GPCR fueron evaluados el dia 21.B

Representacion esquematica de las conclusiones del experimento de la figura A.
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3) KSHV-GPCR inmortaliza células

primarias endoteliales humanas.

3.1) Eficiente transduccion de endotelio con retrovirus anfotrépicos

reporteros

Si bien los mecanismos de transduccion de seiiales estan conservados entre las células de\
mamiferos es evidente que el mismo receptor expresado en distintas células y contextos
celulares puede tener consecuencias bioquimicas y biologicas diferentes. Un claro ejemplo
de ello es que en HEK293T KSHV-GPCR activa a p38 y JNK pero no a ERK-2 (ver

figura.....). mientras que en COS7 activa ERK-1/2 y p38 pero no JNK (datos no @

mostrados) Adicionalmente la sobre-expresion de este receptor induce apoptosis ( data

not shown, Ganhem y Ethel Cesarman comunicacion personal) en COS7, HEK293T y en
A
linfocitos mientras que en NIH3T3 induce transformacion (Bais et al 1998) y en RAF—+

proliferacion celular. (Arvanitakis et al 1997)

A pesar de que el modelo de NIH3T3 nos permitid mostrar algunos aspectos interesantes

sobre las potenciales consecuencias biologicas de la expresion de KSHV-GPCR, este virus
(KSHV) no infecta fibroblastos, ni células de raton. Ademas para evaluar el posible efecto @
inmortalizante de este oncogen viral 3&’ necesario expresarlo en células primarias

Las células endoteliales juegan un rol central en la etiopatogénesis del SK. No solo son un Oupws
componente importante de las lesiones, si no que también hay evidencias que sugieren que Com
son las precursoras de las células ahusadas del SK ( ver seccion 1.2 de la introduccion ). st
Ademas como KSHV infecta células endotehales y ahusadas, “in vivo” KSHV-GPCR se @
expresa en estos tipos celulares.

Por este motivo es que decidimos estudiar las consecuencias de la expresion de KSHV-
GPCR en células endoteliales primarias humanas HUVECs ( Human Umbilical Vein 4

Fndothelial Cells).
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Uno de los problemas a los que nos enfrentamos es la baja eficiencia y poca
reproducibilidad de las transfecciones en HUVECsS ( 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. Ademas esta metodologia, como consecuencia de la baja

eficiencia del proceso de integracion de plasmidos y del limitado numero de pasajes en el

que pueden vivir y seleccionarse las células primarias “in vitro”, no nos permitia aislar y/\
estudiar la biologia de las células establemente transfectadas.

Una de las estrategias alternativas con la que se nos ocurrio que podiamos solucionar

estos problemas experimentales es con la utilizacion de retrovirus recombinantes que
codifiquen para KSHV-GPCR. La gran ventaja de los retrovirus para estudiar células
primarias es su altisima eficiencia de transduccion en células replicativas (por ejemplo se
pueden transducir NIH3T3 con 100% de eficiencia). Ademas dado que estos virus son , (f_h,p\
integrativos se pueden crear lineas celulares en cuestiones de dias. Q(écwci:\‘
Para poner a punto el sistema de empaquetamiento de modo tal de obtener altos titulos
virales y para usar como vector control en estos experimentos (ver figura), se utilizaron
constructos reporteros que nos permitieran calcular facilmente los titulos virales y que
pudieran ser utilizados como control; el sitio multiple de clonado del vector pLNCX se
modifico como se indica en la parte de métodos creando pLNCX2 (pRVC) para luego
subclonar EGFP (pRVC-EGFP) o alcalina fosfatasa ( pPRVC-AP).

Sobrenadantes con altos titulos virales fueron obtenidos como se indica en las seccion de
métodos y las células endoteliales fueron infectadas con estos retrovirus reporteros, 48 hs
después de ser transducidas las células fueron observadas al microscopio de fluoresencia
(EGFP) o fijadas y tefiidas(AP) .

Luego las células “infectadas” fueron seleccionadas en G418 (400ug/ml) masivamente de
modo que nunca fueron clonadas (se trata de poblaciones "heterogeneas"). Seis dias
después del inicio de la seleccion las células no transducidas murieron y el 100% de la
poblacion G418 resistente transducida con pRVC-EGFP expresaba EGFP (ver figura). R

Los titulos de los retrovirus recombinantes pueden variar drasticamente entre distintos gpu.eyn

constructos por ello se “tagueo” a KSHV-GPCR (HA-KSHVGPCR) en la parte N- J£ >
V<’ 4
terminal (dominio extracelular) de modo tal de que se pudieran calcular los titulos(ver Ph‘w
r b“L .I‘
/) [onSich» 4

e &
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Figura..: Transduccion de células endoteliales primarias humanas (HUVECs) con
retrovirus recombinantes: A Eficiencia de de transduccion de células HUVECs con un virus
recombinante que codifica para EGFP, notese la integridad de las células endoteliales después de la
infeccion. B HUVECS transducidas con un retrovirus que codifica para alcalina fosfatasa (AP), una ventaja
de este retrovirus reportero es la sensibilidad de la reaccion enzimatica de AP . C Después de seis dias de
seleccion en G418 (400ug/ml) las células HUVECs no transducidas murierony el 100% de las células
resistentes eran verdes bajo 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

inmunohistoquimica..

3.1) Caracterizacion de la nueva proteina de fusion HA-KSHV-GPCR

Para testear que la proteina HA-KSHV-GPCR fuera funcional se transfectaron HEK293
con el vector pCEFL.-HA-KSHV-GPCR o con los vectores control pCEFL-KSHV-
GPCR, pCEFL o pCEFL-HA-ERK-2. Las células se incubaron con un primer anticuerpo
anti HA 11 y se “tifieron” utilizando un segundo anticuerpo acoplado a un fluorocromo
(FITC). Como se observa en la figura unicamente las células transfectadas con pCEFL-
HA-KSHV-GPCR resultan positivas en el FACS indicando que la proteina esta
correctamente localizada en la membrana plasmatica (notar que HA-ERK que es
intracelular es negativa). en paralelo y para testear funcionalidad se hizo un ensayo de
quinasas in vitro donde se midio la habilidad de HA-KSHV-GPCR gebactivar (t!‘:.mK en
HEK293T ( recordar que KSHV-GPCR activa a JNK en este sistema, figura 7 y Bais et
al. 1998). Como se observa en la figura... los niveles de activacion de JNK por KSHV-
GPCR o por HA-KSHV-GPCR son practicamente idénticos. Estos resultados indican el
agregado N-terminal del epitope HA permite detectar la expresion de KSHV-GPCR sin

alterar la localizacion ni las propiedades funcionales de este receptor.

3.1)Transduccion de endotelio utilizando el retrovirus anfotrépico

recombinante pRVC-HA-KSHV-GPCR.

Con el proposito de transducir células endoteliales se utiliz6 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 virus codificantes para KSHV-GPCR (o EGFP como control), la



HA-JNK
C(+) HA-KSGPCR _C(-) KSHV-GPCR

Figura..... El agregado N-terminal del “tag de HA” a la secuencia del KSHV-GPCR

permite detectar la expresion de esta proteina viral sin alterar sus propiedades funcionales.
A El ensayo de quinasas in vitro en HEK293T demuestra que la version de KSHV-GPCR “tagueada” es
Sfuncional ya que ambas versiones de esta proteina viral activan JNK. Brevemente, los vectores pCEFL-KSHV-
GPCR 0 PCEFL-HAKSHV-GPCR o pCEFL fueron co-transfectados con el vector pCEFL-HA-JNK, 36hs
después de la transfeccion las células fueron lisadas e inmunoprecipitadas con un anticuerpo HA para luego ser
incubadas con un substrato de JNK ( ATF-2) y ATP-y radioactivo, de este modo el grado de fosforilacion de
ATF-2 es proporcional al nivel de activacion de HA-JNK. El ¢(+) de este experimento son células transfectadas
con pCEFL y tratadas con anisomicina 20 antes de la lisis. B El andalisis de FACS demuestra que la proteina de
fusion se expresa, se localiza correctamente en la membrana plasmatica y que es reconocible por anticuerpos
anti-HA. En breve; las células HEK293T transfectadas con pCEFL o pCEFL —~RasV12 o pCEFL-HA-GPCR,
36hs después de la transfeccion las células fueron teiidas con un primer anticuerpo anti-HA y posteriormente
con un segundo anticuerpo acoplado a un fluorocromo (FITC) , luego las muestras fueron procesadas en un
FACS. Como se observa en la figura B a la izquierda las células que expresan HA-RASV12, C(-), no son
fluorecentes (E) debido a la localizacion citoplasmatica de esta proteina (las células transfectadas con pCEFL
son igualmente negativas pero no se muestran en la figura), en contraste (a la derecha) las células que expresan
KSHV-GPCR son positivas (c) en el FACS indicando que esta proteina de fusion no solo se expresa si no que se
localiza correctamente en la membrana.
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Fig A) Ha inmunohistoquimica de las Ecs-KSGPCR y figura B
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inmunohistoquimica 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-q, 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 IP10 actua como un agonista inverso al inhibir reversiblemente la
actividad basal de KSHV-GPCR (citas....).

Decidimos utilizar Gro-ot como superagonista, para estimular agidamente a KSHV-GPCR
(recordar la discusion de la seccion 2.2) y determinar si en las células endoteliales que
fueron transducidas y seleccionadas en G418 (Ecs-KSGPCR), este receptor era
bioquimicamente funcional. Para ello se midio el nivel de activacion de MAPKs después
de estimular estas células con Gro-a.. Como ilustra la figura... Gro-a activa ERK1/2
especificamente en las células que expresan KSHV-GPCR y no en las células endoteliales
control. Estos resultados demuéstran por primera vez que KSHV-GPCR es
bioquimicamente funcional en células endoteliales humanas y que potencialmente es capaz
de reclutar a la via de ERK que esta implicada en la regulacion de la proliferacion, la

transformacion y la supervivencia celular.

3.2) La expresion de KSHV-GPCR en HUVECs (Ecs-KSGPCR) induce
cambios dramaticos en la morfologia endotelial, la estructura del

citoesqueleto y la secrecion de metaloproteasas.

Como puede verse en la figura... las células transducidas con pRVC-KSHV-GPCR
muestran un sorprendente cambio fenotipico. A baja densidad son mucho mas refringentes
y "dendriticas" que las células expresando EGFP o las HUVEC: sin transducir.

Una caracteristica de las células endoteliales es que en confluencia forman un
“empedrado” (Coblestone) donde cada célula esta extendida y unida estrechamente a las
células mas proximas, 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 podria ser explicado por la ahusencia de expresion de
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Figura...: La expresion de KSHV-GPCR en células endoteliales humanas

induce drasticos cambios fenotipicos.

A A baja densidad las células transducidas con el retrovirus codificante para KSHV-GPCR
son mas refringentes, ahusadas y “dendriticas” que las células endoteliales transducidas
con el virus codificante para EGFP (a la izquierda) o HUVECs sin transducir 8no
mostrado). B a laizquierda puede observarse que las células HUVECs transducidas con el
RVC-EGFP forman el empedrado (coblestone) caracteristico de las células endoteliales en
confluencia, notese la forma chata de las células y la union estrecha entre las células, en
contraste las células transducidas con el virus RVC-HA-KS-GPCR son refringentes y no
forman uniones estrechas entre si, observese también en la fotografia de abajo a la
derecha (X400) la tendencia a crecer unas por sobre otras que no se observa en las células
endoteliales transducidas con RVC-EGFP (abajo a la izquierda) o en las células
endoteliales no transducidas (dato no mostrado).
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Una caracteristica de las células endoteliales es que en confluencia forman un
“empedrado” ((‘oblestone) donde cada célula esta extendida y unida estrechamente a las
células mas proximas, como se observa en la figura las HV-KSGPCR no se unen
estrechamente en confluencia y presentan una apartencia mucho mas refingente y
“ahusada". Parte de este fenotipo podria ser explicado por la ausencia de expresion 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 morfologia "dendritica” es
reminicente del fenotipo quemotactico e invasivo de las células endoteliales se decidio
teiiir las células con alexa-faloidina para observar los cambios en la organizacion de la
actina. La figura ... ... ilustra los dramaticos cambios en la organizacion del citoesqueleto
que se producen como consecuencia de la expresion de KSHV-GPCR.

Como se ha indicado en la seccion... otra de las caracteristicas de las células transformadas
es la sobre-expresion/secrecion de metaloproteasas al medio ( fenotipos invastvos) 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 expresion de KSHV-GPCR en células endoteliales es
capaz de inducir dramaticos cambios morfologicos que son reminiscentes al fenotipo

transformado.

3.3) KSHV-GPCR induce resistencia a la apoptosis por deprivacion de

suero en células endoteliales a través de la activacion de la via PI3K/Akt.

Uno de los fenotipos mas evidentes de las células ECs-KSGPCR es su capacidad para
sobrevivir durante largos periodos en medio sin suero. Como se ha mencionado en la
introduccion (seccion..) esta es una caracteristica tipica de las células transformadas.

Para verificar si las vias de transducciones de sefiales activadas por KSHV-GPCR
mediaban la resistencia a la apoptosis inducida por deprivacion de suero se incubaron a las
células ECs-KSGPCR o células HUVECs en medio libre de suero y en presencia o

ausencia de IP10 (agonista inverso de KSHV-GPCR), ademas para controlar los posibles
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efectos toxicos 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 6ng/ml
bFGF).

Como se puede observar en la figura......IP10 especificamente sensibiliza especificamente a
las células endoteliales que expresan KSHV-GPCR ( ECs-KSGPCR) a la apoptosis por
deprivacion 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 seiiales activadas por este receptor son
responsables de la resistencia a la apoptosis caracteristica de las células ECs-KSGPCR.

La activacion de la enzima PI3K regula una de las principales vias de transduccion de
seiales que modulan la resistencia a la apoptosis en ausencia de suero. (citas....). Ademas
PI3K participa en la organizacion del citoesqueleto (citas...) y puede ser activada por
GPCRs (citas......). Dado que Akt es substrato de la enzima PI3K y que media la mayoria
de sus efectos antiapoptoticos decidimos evaluar la capacidad de KSHV-GPCR para
activar esta enzima (presuntamente a través de PI3K). Por los motivos explicados en la
seccion 2,1 se decidio estimular agudamente 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 unicamente en las
células endoteliales humanas que expresan KSHV-GPCR sugiriendo que la activacion de
este receptor viral es suficiente para reclutar vias de sefiales antiapoptoticas.

Como consecuencia de estos resultados se decidic medir el efecto de un inhibidor
especifico de PI3K (LY ...) en la supervivencia de las células ECs-KSGPCR vy en células
HUVECSs en medio libre de suero. Como puede verse en la figura las células ECs-
KSGPCR son particularmente sensibles a bajas dosis de este inhibidor, ademas, la
superactivacion de este receptor (con Gro-a) es capaz de rescatar de la apoptosis inducida
por LY especificamente a las células endoteliales que expresan KSHV-GPCR ...
sugiriendo que la actividad de este receptor viral media directamente la activacion de la via

PI3K/Akt y la subsecuente resistencia a la apoptosis en medio libre de suero.
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Figura...: la resistencia a la apoptosis por deprivacion de suero observada en
las células HV-KSGPCR es dependiente de la actividad constitutiva de KSHYV -
GPCR.

Después e haber llegado a confluencia las células se lavaron en PBS y se aplicaron los tratamientos
correspondientes. SF ctrl. 48hs después de ser mantenidas en ausencia de suero (SF) las células RV-KSGPCR
siguen formando una “monocapa’ con muy pocas figuras apoptoticas en contraste después del mismo
tratamiento las células HUVECSs muestran gran cantidad de figuras apoptoticas y numerosos espacios sin
células (que indican que gran cantidad de estas células ya se murieron),.SF IP10 Cuando se realiza el mismo
experimento en presencia de P10 (que actua como agonista inverso de KSHV-GPCR) las células HV-KSGPCR
revierten completamente el fenotipo 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 1P 10 estaria mediado por KSHV-GPCR. A la derecha se muestra un experimento realizado en paralelo
en presencia de suero (FBS) que indica que P10 no es toxico y que la apoptosis observada se debe
efectivamente al “hambreado” de las células.

O 5 17 49 0’_5’15’45’((3m-a)
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Anti-Akt - e — — — e — 4= Akt

HV-KSGPCR HUVEGs

Figura....: KSHV-GPCR es capaz de activar la via de transduccion de seiales
antiapoptoticas de Akt.

[l western-blot de la figura muestra que Gro-a es unicamente capaz de activar Akt en las células HV-KSGPCR
v no en las HUVECs indicando que las vias de transduccion de seniales reclutadas por KSHV-GPCR son
capaces de fosforilar esta quinasa.
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3.4) La expresion de KSHV-GPCR induce la estabilizacion de la longitud
de los telomeros y la inmortalizaciéon de células endoteliales humanas por

un mecanismo independiente de telomerasa.

A partir del pasaje 10-12 la morfologia de las células HV-EGFP y de las HUVEC: 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) . Sorprendéntemente las células HV-KSGPCR continuan proliferando
después de ser mantenidas in vitro por mas de cinco meses sin signigicativas alteraciones
morfologicas, superando claramente el limite de Hayflick e indicando que la expresion de
KSHV-GPCR es suficiente para inducir la inmortalizacion de células endoteliales
humanas.

Como se ha explicado en la introduccion (seccion...) el limite de Hayflick (1,2) impone
una restriccion al nimero de divisiones celulares que una célula somatica puede realizar,
una vez pasado este liimite las células dejan de proliferar, muestran un fenotipo senesente
y posteriormente comienzan a morirse (esta ultima fase generalmente se la conoce como
crisis). Genéricamente a estos mecanismos de control de la proliferacion celular se los
conoce como TPA (7erminal proliferation arrest ). Como raramente una célula (1de cada
1X10EXP7) puede escapar al estadio de TPA se considera que la adquisicion de la
capacidad de dividirse ilimitadamente es un paso escencial para la transformacion maligna
de células normales.

El mecanismo molecular que contabiliza el nimero acumulativo de divisiones celulares
(reloj) es el acortamiento de telomeros (que se produce después de cada division celular) y
se asume que el acortamiento de telomeros mas alla de un cierto limite induce la "crisis".
Existen mecanismos que controlan la longitud y estabilidad telomérica que estan
reprimidos en las células somaticas "normales" y cuyo control regulatorio juega un rol
clave en los procesos de inmortalizacion y por ende de transformacion celular.

El hecho de que KSHV-GPCR tuviera la capacidad de inmortalizar células endoteliales

humanas es particularmente relevante por que la expresion de otros oncogenes
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transformantes (Ras por €j.) en células primarias humanas induce senesencia y apoptosis y
la expresion de proteinas inmortalizantes (SV40 y Large T por €j)

produce una crisis por acortamiento de telomeros de donde emergen solo algunas células
inmortalizadas no transformadas (una excepcion de esta regla es la expresion ectopica de
la enzima telomerasa que inmortaliza las células somaticas sin fase de crisis). Estos
resultados claramente sugieren que KSHV-GPCR es capaz de activar mecanismos que
controlan la estabilidad y la longitud los telomeros.

Para verificar la estabilidad y longitud de los telomeros (ver métodos) en las células
endoteliales que expresaban KSHV-GPCR se extrajo ADN genomico de dos lineas
celulares (seleccionadas indpendientemente) que fueron pasajeadas en paralelo por cinco
meses en cultivo (ECs-KSGPCR 1y 1), de células primarias endoteliales humanas
HUVECs "jovenes" (pasaje 4), de una linea celular endotelial humana inmortalizada por
expresion de SV40 (IBMECs o Immortalized Bone Marrow Endothelial Cells) y de
HEK293T que es una linea celular epitelial humana inmortalizada por expresion de "large
T". El southern-blot de la figura (métodos) que fue hibridizado con una sonda radioactiva
que especificamente reconoce ADN telomérico muestra el rango de longitudes de los
telomeros en las distintas lineas celulares . Llamativamente como se observa en la
figura.... las dos lineas celulares ECs-KSGPCR tienen una longitud media de telomeros
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
observo una fase de crisis durante el pasaje de las células ECs-KSGPCR. En contraste la
longitud media de los telomeros de las IBMEC y de las HEK293T (dos lineas celulares
que han sufrido una fase de crisis previa a la inmortalizacion) es mucho mas corta que la
de las HUVECs (p4) o ECs-KSGPCR 1 y 11.

Estos resultados demuestran que la expresion de KSHV-GPCR induce la inmortalizacion
células endoteliales humanas al activar tempranamente mecanismos que regulan la
estabilidad y longitud telomérica (evitando de este modo la fase de crisis por acortamiento
de telomeros).

En la mayoria de las lineas celulares y en el 85% de los canceres humanos conocidos la
estabilidad de la longitud de los telomeros depende de la enzima telomerasa (20, 21) y de

hecho la expresion ectopica en células somaticas "normales: de la subunidad catalitica de
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ADN genomico (Hinfl/Rsal)
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Fig... El proceso de inmortalizaciéon inducido por la expresiéon de KSHV-GPCR activa un mecanismo de

estabilizacion que evita la crisis por acortamiento de telomeros.

el southern-blot de la figura muestra la longitud de telémeros en las distintas lineas celulares analizadas. El ADN

genomico para este experimento fue digerido por las enzimas Hinfl y Rsal que no cortan las secuencias repetitivas teloméricas.
LLuego de correrse en un gel de agarosa (0.6%) y transferirse a un soporte s6lido (Nylon) la membrana fue hibridizada con una
sonda marcada radiactivamente que reconoce especificamente estas secuencias repetitivas.

Notese que la longitud mas probable de los telomeros (obsérvese la zona donde la intensidad de las bandas es mayor) de las dos
lineas Ecs-KSGPCR (ly II) 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 telomeros de dos lineas celulares
inmortalizadas por expresion 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 lineas han sufrido una
fase de crisis, pero han sobrevivido gracias a la estabilizacion de la longitud de sus telémeros por un mecanismo que es
dependiente de la enzima telomerasa.




3.4) La expresion de KSHV-GPCR induce la estabilizacion de la
longitud de los telémeros y la inmortalizacién de células endoteliales

humanas por un mecanismo independiente de telomerasa.

A partir del pasaje 10-12 la morfologia 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) . Sorprendéntemente las células HV-KSGPCR continuan proliferando
después de ser mantenidas in vitro por mas de cinco meses sin signigicativas alteraciones
morfoldgicas, superando claramente el limite de Hayflick e indicando que la expresion de
KSHV-GPCR es suficiente para inducir la inmortalizacion de células endoteliales
humanas.

Como se ha explicado en la introduccion (seccion...) el limite de Hayflick (1,2) impone una
restriccion al nimero de divisiones celulares que una célula somatica puede realizar, una
vez pasado este liimite las células dejan de proliferar, muestran un fenotipo senesente y
posteriormente comienzan a morirse (esta ultima fase generalmente se la conoce como
crisis). Genéricamente a estos mecanismos de control de la proliferacion celular se los
conoce como TPA (7erminal proliferation arrest ). Como raramente una célula (1de cada
1X10EXP7) puede escapar al estadio de TPA se considera que la adquisicion de la
capacidad de dividirse ilimitadamente es un paso escencial para la transformacién maligna
de células normales.

El mecanismo molecular que contabiliza el nimero acumulativo de divisiones celulares
(reloj) es el acortamiento de teldmeros (que se produce después de cada division celular) y
se asume que el acortamiento de teldmeros mas alla de un cierto limite induce la "crisis".
Existen mecanismos que controlan la longitud y estabilidad telomérica que estan
reprimidos en las células somaticas "normales" y cuyo control regulatorio juega un rol
clave en los procesos de inmortalizacién y por ende de transformacion celular.

El hecho de que KSHV-GPCR tuviera la capacidad de inmortalizar células endoteliales

humanas es particularmente relevante por que la expresion de otros oncogenes
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la enzima telomerasa (TERT), que de otro modo unicamente se transcribe en las células
inmortalizadas "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 mantencion de longitud de los
telomeros llamado ALT (Al/ternative lengthening of telomeres ) cuyo mecanismo
molecular en células de mamifero se desconoce , pero que en levaduras involucra a
proteinas que participan del mecanismo de recombinacion del ADN (17, 22, 23). Las
células somaticas de mamifero "normales" y algunas lineas celulares que son "positivas
para telomerasa " contienen un represor de la actividad ALT (34), reciprocamente 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 telomeros y de que la mayoria de las lineas celulares
inmortalizadas 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 Amplification Protocol). En Breve este
ensayo se basa en la capacidad de la telomerasa para catalizar la adicion de secuencias
repetitivas (AGGGTTAG) a oligos que contengan estas secuencias teloméricas. 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
fines 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 utilizo luego como templado para la RT-PCR. Como puede verse en la figura...
hTERT se transcribe unicamente en la linea HEK293T y no en la linea EC-KSGPCR.

En conjunto estos resultados implican que la estabilizacion de la longitud de los telomeros

telomeros (figura) y la inmortalizacion y inducida por la expresion de KSHV-GPCR en
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Figura...: KSHV-GPCR inmortaliza células endoteliales por un mecdnismo alternativo de estabilizacion de
telomeros (ALT) que es independiente de la actividad de la enzima telomerasa.

A Ensavo de TRAP (telomeric Repeat Amplification Protocol) utilizado para medir la actividad de la enzima telomerasa. El experimento demuestra que
no hay actividad detectable de telomerasa en los lisados provenientes de la linea celular inmortalizada Ecs-KSGPCR, en contraste esta actividad es
detectable en los lisados que provienen de la linea celular HEK293T (telomerasa positivos). Brevemente la enzima telomerasa se extrajo de células
creciendo exponencialmente como se indica en la seccion de métodos, si la enzima estd presente se espera la adicion de la secuencia hexonucleotidica
telomérica (AGGGTTAG) al primer “telomérico”™ TS marcado radioactivamente. Como la telomerasa es muy poco procesiva se genera una escalera de
fragmentos de distintos tamaros (que tienen una diferencia de tamario entre si de 6 pares de bases). Luego estos oligos elongados por la telomerasa se
amplifican por PCR y el producto se resuelve en un gel de acrilamida/TBE 15%. Dado que se estan amplificando secuencias repetitivas este ensayo suele
producir muchos artefactos experimentales por lo cual el diseiio experimental debe ser cuidadoso. Como la telomerasa es sumamente sensible al calor se
puede controlar la especificidad de la reaccion en un experimento en paralelo donde se inactivan los lisados por calor (HI). C(+) es un lisado que se ha
utilizado previamente y se sabe que es positivo para telomerasa. Las células HEK293T fueron crecidas y procesadas en paralelo con las Ecs-KSGPCR de
modo que son utilizadas como contol de los métodos de lisis y extraccion de la enzima. ITAS (Internal Template Amplification Sequence) es un control
interno de PCR. C(-) sirve para controlar artefactos debidos a formacion de dimeros de primers y contaminacion. TRS es un oligonucledétido sintético con
S repeticiones teloméricas que 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 RT-PCR que corrobora que la hTERT (la subunidad catalitica
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células endoteliales humanas estan mediadas por un mecanismo alternativo (ALT) de
estabilizacion de telomeros 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 expresion de KSHV-GPCR en células endoteliales mantiene
elevada la expresion de KDR/VEGFR-2.

Como se ha mencionado anteriormente (ver seccion intro) el control de la expresion del
receptor KDR/VEGFR-2 juega un rol central en la supervivencia y proliferacion de células
endoteliales. Ademas 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 10) se decidié medir la expresion de KDR en las células
control (ECs-EGFP) y en las células HV-KSGPCR. Normalmente las células Huvecs
pierden gradualmente la expresion 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 10) muestran altos niveles de
expresion de KDR (comparables a los niveles de expresion de este receptor en HUVECs
"jovenes"). En contraste y como era esperado las células HV-EGFP muestran muy bajos
niveles de expresion de este receptor.

Estos resultados sugieren fuertemente que los altos niveles de expresion de KDR
observados después de numerosos pasajes de las células HV-KSGPCR in vitro se deben a
la expresion ectopica de KSHV-GPCR en estas células.

Esta evidencia experimental sugiere que un gen codificado por KSHV/HHV-8 puede
inducir la sobre-expresion de KDR/VEGFR-2 que se produce en células endoteliales
infectadas con KSHV in vitro (Flore 1998) e in vivo (en las lesione s de SK). Estos datos

indicarian que este oncogen viral tiene la habilidad de inducir angiogenicidad tanto en
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Dlesusica y conclusiones

Discusion:

KSHV-GPCR es una oncoproteina viral y un

activador angiogénico.

KSHYV es un y herpesvirus oncogénico que esta implicado en la patogénesis del sarcoma
de Kaposi. Este virus codifica en su genoma para un niamero 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
utilizar una estrategia de genes candidatos para evaluar si la expresion ectopica de
alguna de estas proteinas virales era capaz de inducir fenotipos relevantes a esta
patologia.

El marco de lectura 74 (ORF74) de KSHV codifica para un receptor acoplado a proteina
G (KSHV-GPCR) que es activo constitutivamente ( es ligando independiente). Dado
que previamente se ha demostrado que GPCRs constitutivamente activados pueden ser
oncogeénicos v de que KSHV-GPCR es sumamente homologo al receptor humano de IL-
8 (una quemoquina angiogénica) nosotros pensamos que este gen viral era un excelente
gen candidato para inducir dos de los fenotipos, transformacion celular v angiogénesis,

que podrian ser relevantes en el contexto de la patogénesis del sarcoma de Kaposi.

KSHV-GPCR y transformacion celular en NIH3T3:

Para evaluar el potencial oncogénico de KSHV-GPCR decidimos expresar este receptor
en células inmortalizadas de raton (NIH3T3) y realizar el ensayo clasico de formacion de
focos de transformacion celular. Mediante este ensayo pudimos demostrar que KSHV-
GPCR induce reproduciblemente focos de transformacion 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 expresion de este
receptor viral son mucho mas diversas y complejas que la simple pérdida de el

mecanismo de inhibicion por contacto.



A pesar de que estos resultados no implican necesariamente que el potencial oncogénico
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 v muestran que el potencial patogénico de este y otros genes
codificados por KSHV pueden ser utilizados para desarrollar modelos de patogenicidad

que son testeables expenimentalmente.

Oncogenes liticos tempranos, KSHV, KSHV-GPCR y sarcoma de
Kaposi

Durante el transcurso de estas tesis se han descrito otros tres genes codificados por
KSHV (ORFKY o vIRF, ORFK1 y ORFK12 o Kaposina) que pueden ser transformantes
cuando son expresados en células inmortalizadas de roedores y/o causar tumores en
modelos animales. De estos genes ORFK12 y ORFK9 son transcriptos latentes en las
lineas celulares derivadas de las PELs (82-84)

El hecho de que el ORF74 sea un gen litico-temprano impone ciertas restricciones a los
escenarios donde este receptor viral podria actuar como oncogen va que teéricamente
las células que expresan KSHV-GPCR estan destinadas a morir en cuanto se alcance la
fase litica tardia del ciclo viral. De cualquier modo es importante subrayar que la
definicion de los patrones de expresion de las proteinas "pirateadas” es bastante difuso v
varia entre los distintos tipos celulares infectados (por ejemplo vIL-6 es latente en
células B v litico en células ahusadas, Moore 1996) y que el patron de expresion 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 seccion ... de la introduccion existen dos principales
paradigmas para la transformacion celular inducida por virus oncogénicos de ADN:

En los pequeiios virus de ADN los oncogenes siempre tienen un patron viral de
expresion litico temprano, pero unicamente manifiestan su potencial oncogénico cuando
accidentalmente se expresan durante ciclos liticos abortivos.

En el modelo de EBV las proteinas oncogénicas tienen un patron latente de
expresion viral (latencia 11I) y el potencial oncogénico-proliferativo de este virus es
controlado por el sistema inmune (ver seccion intro..). Es por ello que EBV es un
potente agente inmortalizante de células B in vitro a pesar de que in vivo la incidencia de

las enfermedades asociadas a EBV es muy baja.. Mas alla de las obvias homologias de



secuencia genomica entre KSHV y EBV no hay ninguna evidencia experimental ni
epidemiologica que soporte la idea de que los mecanismos de patogénesis entre ambos

virus sean similares (ver seccion).

En sintesis en el primer modelo la contribucion viral al proceso oncogénico es un
“accidente” que no esta relacionado con los patrones "normales” de expresion 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 expresion litica
temprana . en el segundo caso la oncogenicidad viral es una consecuencia "normal" de la
infeccion persistente viral ya que forma parte una estrategia de adaptacion viral que
amplifica el namero 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 liticos, como por ejemplo a expresion de genes
que inducen un “mutator phenotype”, inestabilidad genémica y/o “loops autocrinos™ que
pueden transforman células por un mecanismo de “hit and run” de modo tal que en los
estadios finales de la progresion oncogénica (en las células tumorales) las oncoproteinas
virales no necesariamente se expresan (ver el modelo de la figura 1).

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 especulacion
(aunque es posible testear experimentalmente si por ejemplo la expresion de KSHV
causa inestabilidad genomica).

La particular epidemiologia, la compleja histologia y el patrén de expresion de las
proteinas de KSHV en las lesiones del SK indican que el modelo de tumorigénesis
probablemente sea diferente al de el resto de los virus oncogénicos conocidos.
Paradojicamente, a pesar de la cantidad de genes potencialmente oncogénicos que este
virus posee. todavia nadie ha sido capaz de demostrar consistentemente que este virus
sea capa. de transformar células in vitro ni explicar por que solo una fraccién de los
pacientes inmunocompetentes infectados desarrollara alguno de los tumores asociados a
este virus (BoshofY 1998).

Efectos pardcrinos de KSHV-GPCR: implicancia para la patogénesis del SK.
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Figura 1: HTLV-1 como modelo de transformacién oncogénica por “hit and run”.
HTLV-1 es el agente etiolégico de la leucemia/linfoma de células T en adultos (ATLL). Una vez que HTLV-
| infecta a una poblacién de células T comienzan a expresarse las proteinas de este retrovirus, una de ellas,
Tax, es un transactivador que regula la expresion de IL-2 y el receptor de IL-2 (entre otros genes) de modo
que se crea un “loop autocrino™ que genera la expansion policlonal de células T que finalmente se
inmortalizan. Estas células inmortalizadas acumulan mutaciones rapidamente por que Tax induce
inestabilidad gendmica. Sorprendentemente en las células tumorales de ATLL no expresan proteinas virales
ya que las secuencias virales han sido seriamente delesionadas, ademas estas células usualmente presentan
anormalidades citogenéticas y alteraciones oncogénicas como la inactivacion de p53 y la pérdida de
heterozigosis de p16 (LOH). (tomado de Cesarman E. y Mesri E, 1999)
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Figura 2: KSHV-GPCR podria transformar células endoteliales humanas por un

modelo de “hit and run” anilogo al de HTLV-1: KSHV-GPCR podria ser expresado
transientemente en las infecciones “de novo™ o alternativamente expresarse en el contexto de ciclos liticos
abortivos. Dos consecuencias de la expresion de esta proteina viral en células endoteliales son la
inmortalizacién y la expresion sostenida de proteinas que juegan roles clave en la proliferacion y la
supervivencia de células endoteliales como VEGF-R2/KDR y Tie-2 que podrian formar loops autdcrinos con
VEGF. Si KSHV-GPCR induce inestabilidad genémica, al igual que en el modelo de Tax, KSHV-GPCR no
necesariamente tiene que expresarse en las lesiones del SK.




. Discasién y conclusiones

Como se ha mencionado en la introduccion es todavia objeto de discusion si el origen de
las lesiones del SK es neoplasico o se trata simplemente de una hiperplasia reactiva, lo
cual plantea también un interrogante sobre el impacto de los paradigmas clasicos de
transformacion oncogénica viral en la comprension 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 patologia En este sentido los posibles efectos
paracrinos de los genes tempranamente liticos codificados por KSHV podrian ser
particularmente relevantes va que un pequefio numero de células infectadas
productivamente podria estimular paracrinamente al resto de las células de la lesion (ver
modelo v seccion de discusion.).

Dado que los factores angiogénicos son especialmente importantes en el desarrrollo v
mantenimiento de estas lesiones decidimos investigar si la expresion de KSHV-GPCR
era capav. de inducir la secrecion de factores angiogénicos.

Como se ha demostrado en la figura. .. de resultados los medios condicionados
provenientes de las células NIH3T3 que expresan KSHV-GPCR son angiogénicos v su
angiogénicidad esta 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 ademas es uno de los principales
factores angiogénicos conocidos. Ve s Y geesy ,Cavar K ;‘:fu S
El sorprendente hecho de que una unica proteina viral sea capaz de producir

transformacion oncogénica y angiogénesis sugiere una conexion causal entre la infeccion

viral por KSHV y el desarrollo del SK, sin embargo estos resultados no prueban que

KSHYV sea necesario para el desarrollo de esta patologia ni definen conclusivamente el

rol de KSHV-GPCR en el proceso patogénico.

Alentados por estos interesantes resultados el afio pasado Yang T (Yang T, 2000)

construvo un ratén transgénico que expresaba KSHV-GPCR bajo el control del

promotor de CD2 (Yang T. , 2000). Este raton desarroll6 lesiones angioproliferativas
sorprendentemente similares al SK. Las lesiones comienzan como placas entromatosas v
evolucionan como nddulos purpuras o tumores que se desarrollan principalmente en la

piel v de manera menos exiensa en el intestino, corazén y musculo esquelético.
Histologicamente v al igual que en el SK los tumores angioproliferativos nodulares que

se ven en eslos ratones forman espactos vasculares en forma de hendiduras que estan

rodeados por células ahusadas e inflamatorias y donde se evidencia la extravasacion de

eritrocitos. También al igual que en el SK las lesiones son positivas para, VEGF v el



Discusion y conclusiones

Figura 3: Las expresion transgénica de KSHV-GPCR en ratones causa lesiones similares
a las del sarcoma de Kaposi. (A) placa critromatosa en la oreja de estos ratones, posteriormente cuando
estas lesiones evolucionan se vuelven purpuras (B) y forman nédulos eritromatosos y tumores en las orejas. (C)
Cola, (D) nariz,(E) pata, (F) ndulos eritromatosos en la pared del intestino delgado (uno de ellos es indicado
con una punta de flecha blanca).(imagenes extraidas de Yaang T, 2000)

Figura 4: Imagenes microscoépicas de las lesiones de los ratones transgénicos para
KSHV-GPCR. (A) Cola. Multiples tumores angioproliferativos localizados en el compartimento dérmico de
la piel. (B) Cola. nimerosos vasos que estan rodeados por estructuras compuestas por células endoteliales
ahusadas (C) Oreja. Se observan numerosos espacios vasculares irregulares que contienen eritrocitos. (D)
inmunohistoquimica con anti CD34 de una tipica lesion linfoproliferativa de estos ratones, notese la gran
cantidad de células positivas para este marcador que estan presentes en las lesiones. (Imagenes tomadas de Yang
T. 2000)




Eemsita y coaclusiones

marcador CD34 (que es un marcador de células hematopoiéticas presente en células
endoteliales v ahusadas): llamativamente muy pocas de las células presentes en las
lesiones expresan KSHV-GPCR sugiriendo un modelo paracrino indirecto de
proliferacion de células endoteliales. Ademas las lesiones angiolinfoproliferativas
observadas en estos ratones posiblemente sean de origen hematopoiético va que si se
transplanta la medula 6sea de los ratones que expresan KSHV-GPCR a ratones control
estos ultimos desarrollan la enfermedad, sin embargo este grupo no ha podido
determinar aun si la célula precursora es una célula hematopoiética comin o si
alternativamente se trata de una célula rara o inmadura como podria serlo un precursor
endotelial. Por razones desconocidas, pero relacionadas con la expresion 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 inicialmente) en un contexto de inmunosupresion.
Estos fenotipos validan en un modelo animal los resultados que se habian obtenido
previamente en sistemas de cultivo de células (Bais, 1998) y muestran como la expresion
KSHV-GPCR es suficiente para inducir enfermedades angioproliferativas
sorprendentemente similares al SK. ademas ilustran algunos de los mecanismos
paracrinos por los cuales la expresion de un gen litico temprano ,en un porcentaje

minoritario de las células de las lesiones, puede ser patogénico.

KSHV-GPCR, MAPKSs y transformaciéon oncogénica

Como se puede observar en la figura... la expresion de KSHV-GPCR en HEK293T
activa JNK v p38 que son dos quinasas que tipicamente responden a estimulos
inflamatorios. pero no ERK1/2 una quinasa que normalmente responde a estimulos
mitogénicos. Estos resultados sugerian que KSHV-GPCR, una oncoproteina viral y un
activador angiogénico. podia reclutar vias de transduccién de sefiales normalmente
activadas por citoquinas inflamatorias que son factores de crecimiento de células
endoteliales v del SK.

Sin embargo estas observaciones. son simplemente una correlacion y no implican que la
activacton de las MAPKs (observada en HEK293T) este causalmente relacionada con
los fenotipos previamente observados como consecuencia de la expresion de KSHV -
GPCR en NIH3T3.

De hecho experimentos posteriores permitieron demostrar que las vias de transduccion
de senales activadas por KSHV-GPCR son dependientes del tipo celular donde se



expresa este receptor viral por ejemplo en COS7 KSHV-GPCR activa a ERK1/2 v a p38
pero no a JNK (Akrit 2000 v datos no mostrados) y en células endoteliales activa a
ERK /2 (ver mas adelante) pero no a p38 (datos no mostrados).

Del mismo modo los fenotipos que son consecuencia de la expresion de este vGPCR
también varian segun el tipo celular ya que induce transformacion celular en NIH3T3
(Bais 1998) v proliferacion celular en NRK-49F (Arvanitakis 1997), pero induce
apoptosis en células B (E. Cesarman , comunicaciéon personal), COS7 (Ganem) v
lambién. si se sobreexpresa. en HEK293T (datos no mostrados).

Estos resultados ponen en evidencia limitaciones que son inherentes a los sistemas de
modelizacion in vitro que estamos utilizando ( transcripcién regulada por promotores
constitutivos. expresion ectopica de las proteinas en células no infectables por KSHV.
analisis de fenotipo fuera del contexto virus-huésped, expresion de proteinas virales en
células de raton inmortalizadas etc.). A pesar de ello nuestros experimentos preliminares
en NIH3T3 son "parcialmente validados" por la potencial relevancia patogénica de los
fenotipos expresados en estas células v su coherencia con el fenotipo que se desarrollan
de los ratones transgénicos para KSHV-GPCR.

Por estos motivos se decidi6 utilizar NIH3T3 como modelo unificado en donde estudiar
el rol de las MAPKs en el mecanismo de transformacién oncogénica

Los experimentos de activacion de MAPKs por co-transfeccion transiente de KSHV-
GPCR v versiones tagueadas de las quinasas en NIH3T3 fallaron sistematicamente en
activar estas enzimas a pesar de que los controles positivos de estos experimentos
funcionaron (ver figura).

Como se ha comentado en la seccion de intro, nuestra interpretacion de estos resultados
es que la actividad constitutiva a nivel de acumulacion de IP3 no necesariamente implica
que las MAPKs estén constitutivamente activadas, como las MAPKs forman parte de un
sistema de respuesta aguda a estimulos extracelulares, nuestra hipotesis es que los
mecanismos de regulacion negativa de estas quinasas impiden que permanezcan
activadas por largos periodos de tiempo, por lo tanto su activacion se hace evidente.
solamente cuando uno es capa-. de activar agudamente a los efectores rio arriba de las
MAPKSs(receptores por ejemplo). El hecho de que uno pueda observar activacion
cronica de quinasas en células transformadas con large T (HEK293T v Cos7)
probablemente sea una consecuencia de la saturacion de los mecanismos regulatorios
debida a la sobreexpresion de las proteinas en estudio por la gran amplificacion de los

plasmidos utilizados (que contienen un origen de replicacion de SV40). Esta hipotesis



En esta serie de experimentos se demostré que JNK y p38 tienen un importante rol v que
la via de ERK1/2 tiene una participacion menor en la transformacion oncogénica
inducida por la expresion de KSHV-GPCR en NIH3T3.

Estos resultados sugieren por primera vez que p38 una quinasa que normalmente
responde a estimulos inflamatorios, podria en ciertos contextos participar de procesos
ONCOgENICOS.

Como se discutio en la seccion de resultados estos experimentos son bastante complejos
debido a varios factores. entre ellos que la sobre-expresion de dominantes negativos
tiene efectos inespecificos, que ademas existe considerable cross-talk entre los distintos
caminos de transduccion de seflales y que a pesar de que las tendencias de los resultados
se manlienen entre distinlos experimentos, los porcentajes de inhibicion varian
considerablemente por motivos que no pudimos determinar experimentalmente.

Debido a ello el diseiio experimental fue sumamente cuidadoso, sin embargo estos
resultados deben analizarse en el contexto de las restricciones que el uso de dominantes

negativos v este diseflo experimental imponen.

Expresion de KSHV-GPCR en células endoteliales primarias humanas
(HUVEC:).

KSHV-GPCR in vivo se expresa en endotelio ya que KSHV infecta células endoteliales
v que el precursor de las células ahusadas del sarcoma de Kaposi supuestamente es de
origen endotelial. En este sentido una de las mayores limitaciones del modelo
transgénico de KSHV-GPCR es que el mini promotor de CD2 utilizado en estos
experimentos restringe la expresion de KSHV-GPCR a células T y NK, excluvendo al
precursor hematopoiético endotelial v de las células ahusadas de Kaposi que son
infectadas por KSHV. aunque existe la posibilidad de que CD2 se exprese
transientemente durante la maduracion de los angioblastos. Ademas algunos de los
mecanismos claves de control que impiden la transformacién celular no estan
conservados entre las células de ratén y las células humanas (ver mas adelante).

Por estos motivos decidimos estudiar el efecto de la expresion del GPCR viral en células
endoteliales primarias humanas. Con este proposito construimos un retrovirus
recombinante que codifica para una version tagueada de KSHV-GPCR (HA-KSGPCR)

con el que fuimos capaces de transducir y posteriormente seleccionar eficientemente



células HUVECs que expresaban establemente HA-KSHV-GPCR, creando de este
modo la linea celular ECs-KSHV-GPCR.

Utilizando el super-agonista Gro-a fuimos capaces de demostrar que esta quemoquina es
capar. de activar ERK1/2 especificamente en las células endoteliales que expresan HA-
KSHV-GPCR v no en las células transducidas con EGFP o sin transducir, demostrando

que KSHV-GPCR es capar. de activar en células endoteliales a esta MAPK.

Fenotipo de las Células Ecs-KSGPCR

Las células ECs-KSGPCR sufren drasticos cambios fenotipicos que se evidencian
morfologicamente (forma mas ahusada y dendritica, mayor refringencia) v
molecularmente (cambios en la estructura del citoesqueleto y secrecion de
metaloproteasas). Ademas estas células no forman la monocapa en forma de empedrado
caracteristica de las células endoteliales ya que no establecen uniones adherentes entre si.
Es interesante resallar 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 explicacion molecular para la falta de
uniones adherentes entre estas células.

Otra caracteristica de las células ECs-KSGPCR es la resistencia a la apoptosis por
deprivacion de suero, llamativamente este fenotipo puede ser inhibido especificamente
cuando se incuban estas células en presencia de IP-10 (que actua como agonista inverso
de KSHV-GPCR).

Estos resultados demuestran que KSHV-GPCR media este efecto antiapoptético.

Como PI3K/AKt es una de las principales vias antiapoptoéticas y se ha demostrado que
otros GPCRs tienen la capacidad de activar a PI3K/Akt decidimos ver si KSHV-GPCR
era capa. de activar a Akt.

Utilizando Gro-a como superagonista se demostré6 que KSHV-GPCR es capaz de
activar la via anti- apoptotica de transduccion de seflales de Akt.

Para demostrar que la activacion de esta via estaba causalmente relacionada con el
fenotipo de resistencia a la apoptosis por deprivacion de suero se incubaron las células
ECs-KSGPCR (o controles apropiados) en presencia del inhibidor farmacologico de
PI3KLY....... que inhibi6 dramaticamente el fenotipo antiapoptotico 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 antiapoptotica PI3K/AKT.

Es interesante resaltar el rol regulatorio que tiene PI3K 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 PI3K/Akt juega también un rol sumamente importante en la
biologia endotelial. no solo esta implicada en la diferenciacion 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 activacion
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 expresion de KSHV-
GPCR.

Todos las caracteristicas de las Ecs-KSGPCR mencionadas anteriormente son
reminicentes del fenotipo transformado, sin embargo sera necesario realizar el
experimento de anchorage independent growth o la formacion de tumores en ratones
inmunodeficientes para poder definir si estas células estan realmente transformadas v si

eventualmente son tumorigénicas.

Modelando el rol de KSHYV en la patogénesis del SK : Inmortalizacién
de células endoteliales primarias humanas por expresion de KSHV-

GPCR.

Como se ha discutido en la seccion de resultados la expresion de KSHV-GPCR induce la
estabilizacion de la longitud de los telomeros por un mecanismo alternativo (ALT) que
es independiente de la enzima telomerasa y también la inmortalizacion de células
endoteliales.

En nuestro conocimiento. el ORF74 es el primer gen descrito de KSHV cuvo producto
es una proteina inmortalizante. Dada la importancia central que tiene la inmortalizacion
en los procesos oncogénicos (ver seccion... de resultados y mas adelante) y que estos

experimentos fueron realizados en células endoteliales primanas humanas estas



observaciones podrian ser relevantes en el contexto de la patogénesis del SK va que
sugteren uno de los mecanismos por los cuales KSHYV, a través de la expresion de
KSHV-GPCR, podria estar afectando dramaticamente la biologia endotelial
contribuvendo de este modo al desarrolio de las lesiones del SK.

Dado que las células HUVECs utilizadas en estos experimentos fueron transducidas con
retrovirus cabe la posibilidad de que los fenotipos observados sean una consecuencia de
mutaciones originadas estocasticamente por la insercion retroviral en el genoma celular v
que no estén relacionados con la expresion de KSHV-GPCR. Vanas lineas de evidencia
sugiercn que este no es el caso va que:

Nunca se observo inmortalizacién de las células HUVECs transducidas con
retrovirus que codificaban para EGFP o AP y que fueron pasajeadas v seleccionadas 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 determino si estas nuevas
células estaban también inmortalizadas)

Varios de los fenotipos anteriormente descriptos son incrementados por Gro-a e
inhibidos por IP10 indicando que KSHV-GPCR tiene un rol activo en el mantenimiento
del fenotipo de las ECs-KSGPCR.

Si la inmortalizacidn fuera consecuencia de una mutacion insercional se esperaria
que las células ECs-KSGPCR fueran clonales y nunca se ha observado la formacion de
un "cuello de botella" v la consecuente formacion 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 genémico de células que habian sido pasajeadas por mas de
cuatro meses en cultivo, se digiro con una enzima que corta el vector retroviral en un
unico sitio (o en dos para controlar el proceso de hibridacién y la calidad de la sonda) v
luego se realiz6 un Southern-blot utilizando como sonda una corta secuencia especifica
de KSHV-GPCR.

Como se ve en la figura la v como se esperaba la poblacion de ECs-GPCR es

oligoclonal, sin embargo Unicamente se observan dos bandas principales v tres bandas



mas tenues indicando que posiblemente exista un proceso de seleccion que favorece a las
subpoblaciones mayoritarias. Se desconoce si ello se debe a efectos transcripcionales
posicionales 0 a que otras mutaciones de origen desconocido favorecen selectivamente a
estas subpoblaciones. Se necesitan mas experimentos para determinar certeramente la
evolucion de la oligoclonalidad en funcién del tiempo, pero el hecho de que nunca se
halla observado un cuello de botella durante la seleccion indica que este reemplazo es
gradual. Dado que fuimos aumentando gradualmente la dosis de G418 a la que
seleccionamos las células endoteliales (desde 200ug/ml hasta 400ug/ml) una posibilidad
obvia es que hayamos seleccionado gradualmente las células en donde el sitio insercional
permitia una mayor actividad transcripcional de el gen que confiere resistencia a G418.
Otra posibilidad sumamente interesante es que la seleccion de determinadas
subpoblaciones este relacionada con el proceso de inmortalizacion (v posiblemente de
transformacion) inducido por la expresion de KSHV-GPCR ya que normalmente la
expresion de oncogenes en células primarias activa p53 y pl16 (que esta en la via de Rb)
los cuales inducen la senescencia prematura y eventualmente la muerte de estas células

(ver figura, Lin A, 1998).

C{hla. \ » MEK { > Senescencia
primarias o Prematura
P16

Féhln : \ » MEK > 5 > Transformacién
inmortalizadas maligna

Figura.. Los oncogenes transformantes 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 activacion de p53 y p16 que se produce como
consecuencia de la expresion de KSHV-GPCR?

Para intentar responder esta pregunta hicimos experimentos preliminares de Western-

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 v ademas no se incrementan cuando se hambrea a las células
sugiriendo que de algun modo las células ECs-KSGPCR controlan los niveles de p53.
Sin embargo los niveles de pl6 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 algin modo activan la expresion de p16. A pesar de que p16 es un marcador
de senescencia. las ECs-KSGPCR estan inmortalizadas, proliferan y muestran
caracteristicas que son reminiscentes al fenotipo transformado. Estos resultados sugieren
que KSHV-GPCR. al igual que el resto de los oncogenes, es capaz de controlar solo
parcialmente los mecanismos de TPA (Terminal Proliferation arrest) ya que ha pesar de
que las EC-KSGPCR estan inmortalizadas y la longitud de sus telomeros esta
estabilizada, expresan altos niveles de pl6, un porcentaje importante de ellas tiene
actividad endogena de B-galactosidasa ,que es otro marcador de senescencia (datos no
mostrados). v proliferan mas lentamente que células HUVECs de bajo pasaje (Datos no
mostrados).

Weinberg v otros demostraron hace casi dos décadas que las células de raton necesitan
un minimo de dos eventos oncogénicos eventos para transformarse (Land H, 1983),
estos resultados sugerian que las alteraciones genéticas actuan cooperativamente en la
transformacion oncogénica. Sin embargo cuando se intentaron realizar experimentos
similares con células humanas estos fallaron sistematicamente, indicando que existen
importantes diferencias en los mecanismos de control de la transformacion celular entre
roedores v humanos. Experimentos recientes han puesto en evidencia que estas
diferencias se deben mavormente a los mecanismos de control de la longitud de los
telomeros. Este ailo (Hahn W. 2000) el grupo dingido por Weinberg R. pudo

transformar por primera vez una célula primaria humana utilizando elementos genéticos
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Figura 4: Eventos genéticos minimos necesarios para transformar una célula primaria

humana en una célula tumoral. La figura muestra que al menos cuatro vias distintas estan
involucradas (Weitzman J, 2000 y Hahn W, 2000)




definidos. En este trabajo se demostré que el nimero de eventos minimo para
transformar una célula humana son tres ya que fue necesario expresar hTERT para
estabilizar la longitud de los telomeros y evitar la fase de cnisis, el antigeno “large T~
para anular a pS3 v Rb (inmonrtalizacion) y Ras como oncogen transformante para que
células humanas “normales™ se vuelvan tumorigénicas (ver figura).

El hecho de que la expresion de KSHV-GPCR tenga distintos efectos bioquimicos v
biologicos dependiendo el tipo celular en donde se expresa y de que algunos de los
mecanismos basicos de transformacion oncogénica sean diferentes entre las células
humanas v las de rat6n subraya la importancia de la experimentacion 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
actia como oncogen inmortalizante (experimentos en células endoteliales) lo cual
posiblemente disminuyva el numero de eventos oncogénicos necesarios para transformar
una célula humana primaria (ver figura S). Expenmentos adicionales de cooperatividad
oncogeénica entre KSHV-GPCR v los oncogenes previamente mencionados seran
necesarios para determinar si este es el caso.

Como se ha mencionado anteriormente, KSHV posee un niimero importante de genes
capaces de interaccionar con pS3 v la via p16/Rb ( figura 13) que podrian cooperar
oncogénicamente con KSHV-GPCR en la transformacion de células primarias
endoteliales humanas, algunos de ellos, al ser latentes, estan constitutivamente
expresados en las células que KSHYV infecta de modo que se co-expresan con KSHV-
GPCR, nosotros pensamos que seria sumamente relevante evaluar el efecto de vVGPCR
en células endoteliales que expresen por ejemplo vCycD o alternativamente el cluster
completo de genes latentes de KSHV. Nuestros experimentos utilizando retrovirus

recombinantes anfotropicos demuestran que es posible estudiar la biologia de células
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Figura 5: Efectos oncogénicos de la expresion de KSHV-GPCR en células endoteliales

primarias humanas. La expresion de KSHV-GPCR estabiliza la longitud de los telémeros por un
mecanismo alternativo (ALT) que no implica la activaciénde la enzima telomerasa., posteriormente y por un
mecanismo aun no caracterizado, pero que implicaria la regulacion de los niveles de p53, estas células se
inmortalizan. Experimentos preliminares sugieren que estas células podrian estar transformadas; a pesar de
ello las Ecs-KSGPCR proliferan mas lentamente que las HUVECs de bajo pasaje y muestran algunos
marcadores de senescencia como ser altos niveles de p16 y actividad endégena de -galactosidasa alcalina. Se
desconoce actualmente cuales de los otros genes de KSHV que se co-expresan con KSHV-GPCR en las
células infectadas por este virus pueden actuar cooperativamente en la transformacion oncogénica de células
endoteliales primarias.




primarias endoteliales humanas transducidas con genes de KSHV y de este modo
proponen una metodologia para modelizar la patogénesis 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 consiste en transducir células
hematopoiéticas (humanas o de raton) con estos retrovirus que codifican para genes de
KSHYV candidatos v "“reconstituir” mediante el transplante de medula 6sea “infectada™
el sistema inmune de ratones “huésped” previamente irradiados, para ver si de este modo
podemos recapitular “in vivo™ la patogénesis de las lesiones del SK.

Como se ha mencionado en la introduccién, a pesar de la abrumadora evidencia que
soporta la idea de que KSHYV es el agente etiolégico del SK, la demostracion formal del
rol causal de KSHYV en el desarrollo del SK depende de la creacion de modelos animales
de patogenia v de infeccion. 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 patologia del SK dependa de caracteristicas
biologicas que son inherentes a los humanos y la modelizacion en animales de los
patologias asociadas a KSHV no sea posible. Alternativamente los sistemas
experimentales que proponemos en este trabajo, no permiten probar causalidad, pero han
demostrado ser una poderosa herramienta en la comprension de los potenciales
mecanismos moleculares de patogénesis de este virus y tal vez contribuvan a la
entendimiento de los proceso linfoproliferativos y angiogénicos en general v en
particular al desarrollo de terapias mas racionales para el tratamiento de las

enfermedades asociadas a la infeccion a la infeccion con KSHYV.




Conclusiones:

KSHYV (Kaposi Sarcoma associated Herpes Virus) es un y herpesvirus oncogénico que esta
implicado en la patogénesis del sarcoma de Kaposi. Este virus codifica en su genoma para un
nimero inédito de genes con homologia a genes regulatorios celulares que podrian ser
oncogénicos y/o angiogénicos. Dada la ausencia de modelos animales para estudiar el rol de
KSHY en la patogénesis del sarcoma de Kaposi se decidi6 utilizar una estrategia de genes
candidatos para evaluar si la expresion ectépica de alguna de estas proteinas virales era capaz
de inducir fenotipos relevantes a esta patologia.

El marco de lectura 74 (ORF74) de KSHV codifica para un receptor acoplado a proteina G
(KSHV-GPCR) que es activo constitutivamente ( es ligando independiente). Anteriormente se
habia demostrado que GPCRs constitutivamente activados pueden ser oncogénicos y de que
KSIHV-GPCR es sumamente homologo al receptor humano de IL-8 (una quemoquina
angiogénica). Las evidencias anteriormente mencionadas sugerian que este gen viral era un
excelente gen candidato para inducir dos de los fenotipos, transformacion celular y
angiogénesis, que podrian ser relevantes en el contexto de la patogénesis del sarcoma de
Kaposi.

En este trabajo, mediante el ensayo de formacion de focos (FFA), se demostr6 que, en
fibroblastos inmortalizados de raton (NIH3T3), KSHV-GPCR induce reproduciblemente
focos de transformacion 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 la expresion de este
receptor viral son mucho mas diversas y complejas que la simple pérdida de el mecanismo de
inhibicién por contacto y que son capaces de formar tumores “in vivo”.

Estos resultados demuestran inequivocamente la actividad oncogénica de KSHV-GPCR en las
células NIH3T3. El potencial patogénico de esta proteina viral sugiere que podria participar
en los procesos de transformacién celular mediados por KSHV.

La angiogénesis juega un importante rol en la patogénesis del sarcoma de Kaposi.

Las lesiones de SK se forman como consecuencia de la activa proliferacion de células
endoteliales y ahusadas (supuestamente de origen endotelial) que segin algunos experimentos
y analisis de las lesiones, en los estadios iniciales de la enfermedad, no estarian

completamente transformadas pero que serian simamente angiogénicas.



En los mamiferos 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 patoldgicas ( cura de heridas, regeneracion de 6rganos,
oncogeénesis).

El “switch angiogénico™ en un tejido o tumor est4 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-GPCR es una proteina viral candidata a ser un activador angiogénico ya que tiene un
alto grado de homologia con el receptor de la quemoquina angiogénica IL-8 (Kolch 1992) e
induce actividades transcripcionales que podrian regular la expresion de factores angiogénicos
como VEGF y bFGF (Arvanitakis 1997).

Utilizando los ensayos de proliferacion de células endoteliales y el de morfogénesis vascular
*“in vitro” se demostrd que los medios condicionados provenientes de las células NIH3T3 (no
transformadas y transformadas) que expresan KSHV-GPCR son angiogénicos y que la
angiogenicidad estd mediada por VEGF. Estos resuitados demuestran que la expresion 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.
1996) mediado por VEGF que podria paracrina y/o autécrinamente incrementar la
proliferacién de células endoteliales y la formacién de vasos en las lesiones del sarcoma de
Kaposi.

A pesar de la abrumadora evidencia que sefiala al virus KSHV como agente etiolégico 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 patologicos mas caracteristicos 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 vias de transduccion de seflales, que en células
de mamifero como las NIH3T3, son capaces de desencadenar procesos de transformacién y
tumorigenicidad.

En consecuencia, Se realizaron una serie de experimentos para poder estudiar las cascadas de
sefializacion que resultaban activadas por KSHV-GPCR en células de mamifero y en
particular en las células NIH3T3. Utilizando el ensayo de quinasas “in vitro” se demostr6 que

KSHV-GPCR activa en las células HEK293T a p38 y JNK, dos miembros de la familia de las



MAPK que son activados por estimulos inflamatorios y de Stress. Sorprendentemente la
MAPK ERK-2 que resulta activada por estimulos proliferativos y que interviene en el
mecanismo de transformacién de numerosos oncogenes no result6 activada en este ensayo. En
este trabajo también se demostré que, en las células NIH3T3, KSHV-GPCR activa miembros
de la familia de las MAPK y como consecuencia de ello es capaz de regular elementos
transcripcionales relacionados con la proliferacion celular (SRE) y la inflamacion.
Experimentos realizados con dominantes negativos demuestran la importancia de la
activacion de las cascadas pro-inflamatorias en el mecanismo de transformacién celular
inducido por expresion de KSHV-GPCR.

En la parte final de esta tesis se construyo un sistema de transduccion retroviral mediante el
cual se pudo expresar KSHV-GPCR en células endoteliales primarias humanas, que son
células blanco del virus KSHV. La expresion de esta proteina altera draméaticamente la
morfologia endotelial, induce rearreglos en el citoesqueleto e incrementa la secrecién de
metaloproteasas.. Notablemente las células endoteliales mantienen constante la longitud de
sus telémeros por un mecanismo alternativo que es telomerasa independiente (ALT) y se
inmortalizan como consecuencia de la expresion de KSHV-GPCR . Los mecanismos
moleculares que permiten incrementar la supervivencia de estas células incluyen la activacion
de la via anti-apoptética AKT/PKB y la expresion sostenida de receptores angiogénicos (algo
que nunca se habia logrado anteriormente en cuitivo 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 transformacion y activacién angiogénica en las

células endoteliales y tumorales de las lesiones.
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Materiales y métodos

Materiales y métodos:

Medios de cultivo:

Células endoteliales ( HUVECs e IBMECs):
e Crecimiento: M199, 20% FBS, 4ng/ml bFGF,P/S 1%
e Ensayos de proliferacion: M199, 10% CS, P/S 1%
e Hambreado (medio libre de suero): medio X-Vivo

Células NIH3T3:
e Crecimiento: DMEM, CS10%, P/S 1%
e Hambreado: DMEM, HEPES 10mM

Células HEK293T, Fenix, y Cos7

¢ Crecimiento. DMEM, FBS10% HI, P/S 1%
e Hambreado: DMEM, HEPES 10mM.

Mantenimiento de células:

Todas las lineas célulares fueron cultivadas en una incubadora a 37°C y a una presion de
CO2del 5%.

Como regla general nunca se dejo que las lineas celulares lleguen a confluencia (ya que
esto disminuye la eficiencia de transfeccion y que en el caso de las NIH3T3 aumenta el
porcentaje de transformantes espontaneas)

Las células se pasajearon regularmente utilizando Tripsina/EDTA para despegarlas.

Las células endoteliales fueron cultivadas en placas primarias o recubiertas con gelatina.

Ensayos Angiogenicos:

e Ensayo de proliferacion/supervivencia:
Para el ensayo de proliferacion se plaquearon 10.000 Huvecs por well
(12 well plate) en placas sin gelatina utilizando como medio
DMEM/CS10% mas 10% de medio condionado o dosis crecientes de
VEGF para los controles positivos.5 dias despues las células fueron
tripsinizadas y contadas utilizando un contador de células (coulter
counter).

e Ensayo endotelial de formacién de estructuras tubulares:
Para estos ensayos se cubrieron las placas con matrigel (collaborative
Biomedical Prodcts).Este material es liquido a 0 C pero se solidifica
a temperatura ambiente de modo que se mantiene fundido en hielo y
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se vuelca sobre las placas en estado liquido.Se incuban las placas a
37C (para solidificar el matrigel) y luego se plaquean 10.000 células
endoteliales en DMEM/CS10% por 18-24hs.

Transfeccion de células NIH3T3 con Lipofectamina (GIBCO
BRL)

Este protocolo es para transfectar células creciendo en placas de 30mm de diametro (tipicos
six well plates) si se cambia el nimero 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.

1. El dia anterior a la transfeccion se deben plaquear aproximadamente 120.000
células por placa (la idea es que esten al 60-80% de confluencia en el
momento de la transfeccion).

2. 18/24hs despues se mezclan N x 100ul de DMEM SF (sin agregado de

suero) con N x 2ug del ADN que se desea para transfectar N placas con ese

particular ADN(Sc. A)

simultaneamente se prepara una solucion que contiene N x 100ul de DMEM

SF con N x 6ul de lipofectamina para transfectar N placas.(SC. B)

4. Se mezclan Nx100ul 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.

(V%)

5. Mientras tanto se lavan las células en las que se va a realizar la transfeccion
descartando el medio de cultivo y remplazandolo por 2ml de DMEM

6. Despues de los 45' de incubacion de los complejos se agregan Nx800ul de
DMEM SF (SC. €)

7. Sacar las placas del incubador de 37C , descartar el medio que tienen

(DMEM) y remplazarlo por 1ml de la (Sc. C)

8. Incubar durante Shs (la lipofectaminay luego agregar 1ml de DMEM/CS
20% (esto es para que las ceelulas se recuperen)por placa incubar hasta el
dia siguiente (O/N)

9. Remplazar el medio de transfeccion por 2ml de DMEM/CS 10% fresco

Eficiencia de transfeccion: aproximadamente 50%
DMEM=DMEM sin suero (el suero inhibe la transfeccion con lipofectamina)

Estudios de genes reporteros:

1. 120.000 células NIH3T3 fueron plaqueadas por well (six well plate) 18-24hs
antes de la transfeccion.
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Las células fueron transfectadas a aproximadamente a 65% de confluencia con
lipofectamina siguiendo el protocolo especificado previamente.

A la maiana siguiente se remplaza el medio por DMEM/ HEPES 10mM 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
transduccion 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 buffer de lisis pasiva de Promega y se
procede a la medicion luminométrica de la actividad enzimatica siguiendo el
protocolo provisto para el sistema Dual renila/luciferasa de Promega.

Los niveles de activacion son el promedio de varios experimentos repetidos por
triplicado y se obtienen de la proporcion entre la actividad de luciferasa (que
refleja la actividad del gen reportero) normalizada por la eficiencia de
transfeccion de cada ensayo ( cuantificada a través de la actividad
transcripcional de el vector constitutivamente activo CMV/renila).

Produccién de retrovirus en las lineas empaquetadoras fenix

Dia O:

El dia anterior de la transfeccion se plaquean aproximadamente 1.800.000 células
empaquetadoras "de pasajes tempranos"por placa de 6cm (el namero de células que
produce el mayor titulo viral varia para cada diferente constructo). Es muy
importante agitar la placa "en cruz" para que la distribucion de las células sea
homogenea.

Dia 1: Transfeccion de células empaquetadoras

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
transfeccion se agregan a cada placa 25uM final de cloroquina (la cloroquina
inhibe las DN Asas lisosomales duplicando de este modo el titulo viral. Si no se
necesitan alcanzar muy altos titulos virales o si el constructo a utilizar es toxico
no se recomienda utilizar cloroquina, por ejemplo para la produccion de
particulas retrovirales que codificaban para KSHV-GPCR no se utilizo
cloroquina).

Usando el protocolo standar de transfeccion por CaCl2 se transfectan las células
con aproximadamente 5-8ug de plasmido (nuevamente la cantidad optima de
plasmido 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 plasmido de expresion que incluya el
gen de B-gal (u otro gen reportero) con la mezcla de transfeccion para
cuantificar la eficiencia de transfeccion.
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3. 10hs mas tarde ( la cloroquina empieza a ser toxica despues de 10-12hs) 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 incubar a 37C).

4. 1v) Si se desea calcular el titulo viral plaquear unas 100.000 NIH3T3/ por placa
de 6cm

Dia 2-3: Coleccion de particulas virales, determinacion de la eficiencia de
transfeccion e Infeccion con retrovirus .

24 después de la transfeccion las células empaquetadoras deben estar practicamente en
confluencia. Si las células estan a menos de 80% de confluencia probablemente la proteina
codificada en el retrovirus recombinante sea toxica para estas células, si este es el caso se
recomienda empezar el experimento de vuelta aumentando el nimero de células plaqueadas
inicialmente, disminuyendo la cantidad de plasmido transfectado y/o eliminando la
cloroquina.

1. Reemplazar el medio por 3ml de medio fresco (opcional) e incubar las células a

37C

Entre 36hs 72hs después de la transfeccion 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 titulo.

3. Para colectar el virus se recoge el medio, se centrifuga a 1300g 5' o alternativamente
se puede filtrar (filtros de 0.45um con baja afinidad por proteinas) y se guarda el
sobrenadante viral del siguiente modo:

a. a4°C si se va a infectar en ese o en los proximos dias.

b. Se congela rapidamente en hielo seco o nitrogeno liquido (snap shot) y se
guarda a -70C hasta que se utilice (en cada ciclo de congelamiento-
descongelamiento se pierde aproximadamente la mitad del titulo viral)

4. Teiiir las células empaquetadoras para "cuantificar" la eficiencia de transfeccion
(esto es para estar seguro que las diferencias de titulos virales no se deben a
distintas eficiencias de transfeccion)

5. Para calcular los titulos virales cambiar el medio de las NIH3T3 y agregar 2ml de
medio y agregar Sug/ml de polibreno S' antes de la infeccion.Si el marcador es B-
gal o AP diluir seriadamente el sobrenadante viral (1/10 hasta 1/10000000) y
agregar 1ml de cada sobrenadante viral en cada placa. Para EGFP o cualquier gen
detectable por FACS infectar con 1ml, 100ul, 10ul o 1ul.000

t9
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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 primarias o
alternativamente en placas previamente recubiertas en

gelatina (2%) Usualmente se dejo que las células se adhieran
O/N y a la maiiana siguiente, en el caso de los experimentos
de quinasas, después de lavar con PBS se cambio el medio
por medio libre de suero (X-Vivo) en donde se incubaron a las
células 24hs mas (esto es para disminuir los niveles basales de
activacion de las quinasas).

Las células se estimularon con los tratamientos
correspondientes y fueron lisadas directamente en 100ul de
“cracking buffer” 1X con ayuda de un “srcaper”, estos lisados
fueron luego colectados en tubos eppendorf previamente
enfriados en hielo, que se vortexearon por 10’ (para facilitar la
lisis y para romper el ADN gendmico), luego calentados a
95°C por 5’ y enfniados en hielo nuevamente.

iii) SDS-PAGE y transferencia:

Aproximadamente 20ul de cada muestra fueron utilizados
para sembrar en un gel chico (10cm x10cm) de

poliacridamida (12.5%) y 50ul para uno grande. La membrana
de transferencia, PVDF, fue activada en MEOH por 20"’ y
lavada por 20" en agua. Luego se realizo la transferencia
(1,5hs a 100V o 25V O/N) después de lo cual la membrana de
PVDF fue secada en papel 3SMM

B) Bloqueo de membrana e incubaciéon con anticuerpos (volumenes para 100cm?

de membrana).

1
2.
3.
4

Reactivar la membrana (20°” MEOH y 20°’agua)

Bloquear en 10% de TBST/leche por | h.

Lavar la membrana 5’ (X3) en 15ml de TBST.

Diluir el anticuerpo primario en la proporcion adecuada (ver
mas abajo) en 10ml de 5% TBST/leche e incubar la
membrana en esta solucion (O/N a 4°C)

Recuperar la solucion con el primer anticuerpo (puede
guardarse a —20°C y reutilizarse hasta 3 veces) y hacer dos
lavados rapidos en 15ml de TBST, uno de 15’ y dosde 5°.
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6. Incubar la membrana con 10 ml de la dilucion anticuerpo
anti-HRP (1:2000 en 5% de TBST/leche) por lh.
7. LavarcomoenS$.

C) Deteccion de proteinas:
e Se utilizo la técnica de ECL ( Amersham. Cat #..) segun
se indica en el manual de instrucciones.

Diluciones de primeros anticuerpos para WB:

Anticuerpos fosfoespecificos ( dilucion 1:1000):
e Phospho-p44/p42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204)
Antibody. New England BioLabs. Cat. # 9101S
e PhosphoPlus Akt (Ser473) Antibody Kit (incluye
anticuerpo general anti- Akt) .Cell signaling.Cat #9270
e PhosphoPlus p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Antibody kit
(incluye anticuerpo general anti- p38) Cell signaling,
Cat.# 9210
Anticuerpos anti MAPKs (dilucién 1:500)
o ERK-2 (C-14). Santa cruz. Cat.# sc-154
e P38 (C-20)-G. Santa Cruz. Cat. # SC-535-G
e Purified Mouse Anti-Human JNK1. PharMingen. G151-
333

Anticuerpos anti-“Gatekeepers” (Zug/ml)
o Purified Anti-Human p16/ink4 monoclonal antibody.
Pharmingen.Cat#13381A
e Purified Anti-Human p53 monoclonal antibody.
Pharmingen.Cat#15791A

Anticuerpos Anti-HA.11 (1:1000):
e Monoclonal antibody, HA.11. Babco/COVANCE.
Catalog # MMS-101R

Soluciones (WB):
e TBS1X: 20mM Tns pH 7,4
500mM NaCl

e TBST: TBS + 0.1% Tween 20

e TBST/eche: TBST con 5 o 10% (segun indique el
protocolo) de leche en polvo deshidratada y descremada.
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o SDS-Sample buffer:

62.5mM Tns HCI

2% W/V SDS

10% glicerol

50mM DTT

0.1% azul de bromofenol
¢ Buffer de transferencia:

Tns-gly buffer (BioRad)

20% MEOH

e Buffer de corrida:

Tns-gly-SDS (BioRad)

“Stripping” 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 inmunodeteccion 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.

1. Sumerga el blot 30’en una solucion a 50°C de: 100mM 2-
mercaptoetanol (B-MSH), 2%SDS, 62,5mM de Tris-HCl a pH 6.7.

2. Lave la membrana profusamente en TBST hasta uge no quede olor
a B-MSH.

3. Proceeder al bloqueo de la membrana y luego continue con el
protocolo “standard’de WB.

TRAP (Telomerase Repeat Amplification
Protocol)

Para el experimento de TRAP se utilizo el kit de TRAPeze Telomerase detection
kit ( Intergen Company; Catalog # S7700) segun el protocolo que recomienda la
compania que lo manufactura, con la unica modificacion de que se utilizaron 26
ciclos de PCR en vez de 27.

Los productos de amplificacion radioactivos fueron resueltos en un gel de
poliacrilamida 12,5% (acnlamida/bisacrilamida 19:1) no desnaturalizante (sin
urea) en 0.5X TBE. Una vez que el Xylene cyanol recorrio el 75% del gel, la
corrida fue detenida, el gel secado y luego visualizado por autorradiografia.
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Ensayo de quinasas “in vitro”

Plaqueo de Células (dia 0):

El dia anterior a la transfeccion se toma N placas de células de 10cm de
diametro a 80% de confluencia y se replaquean en la siguiente proporcion:
Cos 7: en 5-8 placas de 6cm

HEK293T: en 10-15 placas de 6¢cm

NIH3T3: Usar placas de 10cm segun el protocolo de transfeccion con
lipofectamina (el protocolo es para placas de 35mm ajustar en proporcion a la
superficie).

Transfeccion (dia 1):

Transfectar segun los protocolos de DEAE Dextran para Cos7, CaCl2 para
HEK?293T y lipofectamina para NIH3T3.

Para HEK 293T y Cos7 usualmente 0,5ug del plasmido codificante para la
quinasa tagueada y lug de plasmido “inductor” son suficientes. Para NIH3T3
agregar la cantidad maxima de ADN posible en la proporciéon “vector
quinasa”1:2 “inductor”.

Hambreado (dia 2-3):

Usualmente 24-36hs después de la transfeccion se hambrean las células de 4-
12hs para bajar al minimo los niveles de activacion endogena 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 dramaticamente el
background.

Lisis, IP y ensayo de quinasas in vitro (dia 3-4):

Como p38 y JNK son enzimas que son activadas por stress es conveniente ser
extremadamente cuidadoso en la manipulacion 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 fueron incubadas
por 20’ antes de ser cosechadas con 10ug/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).

2) Descartar el medio y lavar una vez con PBS (previamente enfriado en hielo)

3) Agregar inmediatamente 600ul de lisis buffer (a 4°C) por placa de 6cm o
Iml por placa de 10cm.

4) “scrapear” y transfenr los lisados a tubos eppendorf previamente enfriados y
rotulados.

5) Agitar 10" a 4°C
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6) Centnfugar 10" a 12000g (4°C)

7) Transfenir los sobrenadantes a nuevos eppendorf (previamente enfriados 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 11 (Babco/COVANCE catalog # MMS-101R) o altenativamente
2ul del anticuerpo anti-quinasa endogena que se intenta medir.

8) Incubar por 2hs en un agitador orbital a 4°C.

9) Agregar 25ul de una suspencion de “gamma binding beads” (Pharmacia).

10) Agitar (fuerte) 1h a 4°C

11) Centrifugar a 12000g 15’ y descartar el sobrenadante usando una pipeta
pasteur y una bomba de vacio para succionarlo.

12) Lavar 3 veces con 1ml de lisis buffer frio (hacer un spin down entre cada
lavado).

13) Lavar 1 vez con 1ml de agua fria

14) Lavar una vez mas con Iml de buffer de quinasa y succionar
cuidadosamente todo el liquido

15) Agregar 30ul de buffer de quinasas radioactivo

16) Incubar por 30" a 30°C si esposible con agitacion y atras de una pantalla
protectora de acrilico.

17) Terminar la reaccion 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 15dias).

18) Sembrar el contenido total de cada eppendorf (incluyendo las beads)
cuidadosamente en las calles del gel.y también MWM apropiados.

19) Resolver en un SDS-PAGE 10 015% segun corresponda

20) Los niveles de fosforilacion del sustrato se visualizan por autorradiografia y
los niveles de expresion de las quinasas por Western-Blot

Soluciones:

Poaifer o

SO0

S0ml

1%Tnton x-100

Sml 100%

10% glicerol

50ml 97%

137mM NaCl

13.7ml SM

20mM Tris-HCI
pH7.5

10ml IMpH 7.5

Stock 2
=20°C

lug/ml
aprotinina y
leupeptina

Stock 1000X: 1mg/ml 50ul

ImM PMSF

Stock 100X: 100mM 500ul

20mMNaF

Stock 50X: 1M Iml

1mM NaPPi

Stock 100X: 0, 1M 500ul

ImM NaiVOa4

Stock 1000X: 1M 50ul

Agregar a
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Buffer de reaccion de quinasas
12.5mM MOPS pH 7.5

12,5mM f-gicerolfosfato

7.5 mM MgCl2

0,5 mM EGTA

0,5mM NaF

0,5mM Vanadato

Buffer de quinasas radioactivo (por cada 30ul de reaccion):

1uCi de ATP y-*

20uM ATP (“frio”)

3,3 mMDTT

2ug de GST-ATF-2 para los ensayos de JNK y p38 y para medir la actividad de
ERK usar 10ug de MBP por reaccion

Completar hasta 30ul con el buffer de reaccion de quinasas

Tincion 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 ultimo lavado de 5°

Agregar 2ml/placa de 30mm del buffer de tincion X-Gal. Usualmente las
células azules comienzan a verse unas horas después del inicio de la tincion
y optimamente después de 12-24hs.

B —

Solucion: Buffer de tincion X-Gal

*Stock (1X): SmM K+ Ferricianuro ‘Frecalentar a 37°C 1a Sc.
SmM K+ Ferrocianuro| | sutes de wtilizaria
2mM MgCl,
Img/ml X-Gal (agregar a ultimo momento diluyendo el X-
Gal en DMSO a razon de 1mg/20ulDMSQ)

*Estable a 4°C por mas de | afio




Materisles y métodos

Tincion reveladora de la actividad enzimatica de
fosfatasa alcalina (AP):

Preparar fresco 66ul NBT/10ml AP buffer y agregar 33ul de BCIP.

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 altimo lavado de 5°.

4. Agregar 2ml por placa, agitar suavemente a RT e incubar hasta que este
suficientemente obscuro (30’-1h).

5. Parar la reaccion cambiando la SC. Por PBS/EDTA 20mM y guardar

indefinidamente a 4°C.

e

Soluciones stock (guardar por mas de 1 afio a 4°C)
e NBT: 500mg NBT (BioRad) en 10ml 70% dimetiformamida
e BCIP: 500mg BCIP (BioRad) en 10ml 100% dimetilformamida
e AP buffer: 100mM NaCl, 5SmM MgCl2. 100mM Tris (pH 9.5)

Plasmidos v constructos:

El vector pPCDNA3/KSHV-GPCR se digirio con las enzimas de restriccion HindIIl y Notl y
luego el inserto (KSHV-GPCR) fue subclonado en pCEFL obteniendose el plasmido
pCEFL-KSHV-GPCR .

PCEFL-HA-KSHV-GPCR 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 primers utilizados (GGAATTCTGGAGATCTATGGCGGCCGAGGATTTC Y
CACTAAACAGATCTTTTGGGATCAGACCCCTCAT) fueron disefiados de modo tal
que los extremos de los productos de amplificacion 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 proteinas de fusion que estuvieran "tagueadas" en el
extremo N-terminal de KSHV-GPCR .La onentacion de los insertos se determiné primero
por mapeo de restriccion y luego se verifico cuando tres clones independientes que
contenian insertos en la orientacion adecuada se mandaron a secuenciar.

El vector pCLXSN2 se construyo hibridizando dos oligos fosforilados
(PCGATAGATCTCGAGTCGACCCGGGCGGCCGCAT y
pCGATGCGGCCGCCCGGGTCGACTCGAGATCTAT) creando de este modo un
polilinker sintético con extremos Clal-Clal que fue ligado en el sitio Clal de pCLNCX
(Clontech) creando el vector pCLNCX2.

El vector pEF2 se construyo remplazando el promotor CMV de pCLNCX2 por el promotor
EF obtenido por PCR apartir de pCEFL.



Los primers utilizados (GACGTGACGGATCCGGGAGATCGAT Y
TGATGGATATCTGCAGAATTCCAG) fueron disefiados de modo tal que contenian
sitios HINDI1l y BAMHI en los extremos por lo que el producto de PCR se digirio con
estas enzimas y luego fue subclonado en los correspondientes sitios de pPCLNCX2
rempazando de este modo al promotor de CMV por el de EF y creando el vector retroviral
pEF2.

pCLNCX2-KSHV-GPCR,pCLNCX2-HA-KSHV-GPCRy pEF2-KSHV-GPCR, pEF2-HA-
KSHV-GPCR fueron construidos digiriendo los vectores pPCEFL/KSHV-GPCR y pCEFL-
HA-KSHV-GPCR con Hindl1-Notl y luego subclonando los respectivos insertos en los
vectores retrovirales adecuados.

pCLNCX2-EGFP y pEF2-EGFP se construyeron digiriendo el vector comercial p-N1-
EGFP (de Clontech) con Hindlll y Notl y subclonando el inserto codificante para EGFP en
PCLNCX2 y pEF2 .

Para los experimentos con retrovirus en ratones se construyo el vector KBO1-KSHV-
GPCR para lo cual se subcloné el inserto BgllI-Bglll de pCEFL-HA-KSHV-GPCR en el
sitio Bglll de KBO1(cedido gentilmente por Ren Ribowt) verificandose luego la
orientacion del inserto .

Para la construccion 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 KBO1, despues de subclonarse los dominantes negativos en
este vector se subclonaron nuevamente en KBO1-KSHV/GPCR inmediatamente despues
del IRES (Intra Ribosomal Entry Site) posteriormente se subclono un inserto codificante
para una proteina de fusion 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 excepcion de pCDNA3-JIP-1 que fue cedido
por Roger Davis.

Los vectores que codifican para GRKS y GRK2 fueron cedidos por M. Gerenshor

Los vectores utilizados en los experimentos reporteros fueron comercialmente adquiridos a
la compania Invitrogen.

(*)En todos los subclonados en los que el inserto es un producto de PCR el protocolo de
amplificacion se modifico ligeramente para reducir el nimero de insertos que contuvieran
mutaciones: la mezcla de reaccion contenia al menos 10ng del templado y la enzima pFU,
ademas se hicieron unicamente 20 ciclos de amplificacion. Luego el nuevo inserto ,despues
de ser subclonado en el vector apropiado, fue secuenciado.
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