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Analisi dei geni RAS nelle neoplasie mammarie del cane
mediante la tecnica PCR-SSCP
e il sequenziamento genomico diretto
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Riassunto. - Le capaciti oncogene dei geni della famiglia RAS (Ha-ras, Ki-ras, and N-ras) vengono
generalmente attivate da mutazioni puntiformi in regioni conservate (codoni 12, 13 e 61) a cui conseguono
sostituzioni di singoli aminoacidi nella specifica proteina (p21). Allo scopo di verificare il coinvolgimento dei
geni dellafamiglia RAS nell’insorgenza delle neoplasie mammarie del cane abbiamo analizzato il DNA genomico
di 20 tumori mammari di cane con1'utilizzo del metodo Polymerase Chain Reaction - Single Strand Conformation
Polymorphism (PCR-SSCP) e del sequenziamento genomico diretto. L’assenza di mutazioni puntiformi negli
“hot spot” dei geni RAS suggerisce la mancanza o una bassa frequenza di questo meccanismo di attivazione nei
tumori mammari del cane. I risultati sono sovrapponibili a guanto descritto nelle neoplasie mammarie umane.
Tuttavia, la presenza di alterazioni genetiche in aree funzionali diverse o la presenza di altri meccanismi di
attivazione dei geni RAS non possono essere escluse.
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Summary (RAS genes analysis in mammary tumors of the dog by means of PCR- SSCP and direct genomic
sequencing). - The oncogenic capacities of RAS family genes (Ha-ras, Ki-ras, and N-ras) are usually activated
by point mutations in the conserved regions (codons 12, 13, and 61), resulting in single amino acid substitution
in the specific proteins (p21). In order to verify the involvement of RAS genes in dog mammary tumors we
analyzed the genomic DNA from 20 mammary tumors of dog by means of the Polymerase Chain Reaction - Single
Strand Conformation Polymorphism (PCR-SSCP) method and the direct genomic sequencing. The absence of
point mutations in the “hotspots” of RAS genes suggests alack or alow frequency of such a pattern of RAS genes
activation in dog mammary tumors. The results are also in agreement to what reported in human mammary tumors.
However, the presence of genetic alterations in other functional areas of the RAS genes or other mechanisms of

activations cannot be ruled out.
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Introduzione

Nella maggior parte dei mammiferi la famiglia RAS
comprende tre geni funzionali: il c-Harvey (Ha)-ras-1, il
c-Kirsten (Ki)-ras-2 ed il c-Neuroblastoma (N)-ras [1].
Tutti e tre i geni sono organizzati in 4 esoni e codificano
per un prodotto proteico da 188 a 189 aminoacidi (p21),
che si ritiene giochi un ruolo importante nella crescita e
nelladifferenziazione cellulare [2- 4]. Sebbene le tre p21
producano tutte il loro effetto attraverso il legame con il
GDP ed il GTP, recenti studi suggeriscono che ognunadi
esse possiede proprietd biochimiche specifiche [5].
Inoltre, i geni RAS dimostrano diversita caratteristiche
nell’attivita della regione promoter [6].

Le capacitd oncogene dei geni RAS vengono
comunemente attivate damutazioni puntiformi ai codoni
12, 13 e 61 (“hot spot™) a cui conseguono specifiche

sostituzioni di aminoacidi nella proteina p21 da loro
codificata. Queste mutazioni sono state descritte in un
ampio spettro di tumori umani ed animali e nelle
rispettive linee cellulari di derivazione [7-11]. Nelle
neoplasie colorettali, le mutazioni al gene Ki-ras
vengono ritenute importanti nello sviluppo e nella
progressione neoplastica [12]. Nel cane, attivazioni del
gene Ki-ras sono state segnalate nei tumori polmonari
diversi dal microcitoma [13].

Allo scopo di valutare la presenza di mutazioni
puntiformi negli “hot spot” dei geni RAS nei tumori
mammari del cane, abbiamo analizzato il DNA
genomico estratto da neoplasie mammarie di cane
rimosse chirurgicamente, con la tecnica Polymerase
Chain Reaction - Single Strand Conformation
Polymorphism (PCR-SSCP) e con il sequenziamento
genomico diretto.
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Materiali e metodi
Campioni di DNA

Campioni di tessuto appartenenti a 23 tumori
mammari di cane rimossi chirurgicamente (Tab. 1)
venivano congelati, tagliati ad uno spessore di 10 um e
colorati con ematossilina ed eosina. Dopo valutazione
istopatologica (Tab. 1) secondo la classificazione WHO
[14],iblocchetti congelati venivano ulteriormente ridotti
alloscopodirimuovere la parte di tessutonon-neoplastica
e di arricchire quindi la proporzione di cellule tumorali
nelcampione. Il DNA ad alto peso molecolare veniva poi
estratto secondo i protocolli standard [15].

Tabella 1. - Classificazione dei tumori mammari canini
compresi nello studio

Num_ero Classificazione Numero
campione casi
1 Adenoma semplice 1
2-3 Papilloma duttale 2
4 Fibroadenoma intracanalicolare 1
5-10 Adenoma complesso 5
11-13 Tumore misto benigno 3
14-16 Adenocarcinoma tubolare complesso 3
17-18 Adenocarcinoma papillare complesso 2
19-21 Carcinoma solido semplice 3
22 Carcinoma fusocellulare 1
23 Carcinoma a cellule squamose 1

Come controllo negativo veniva utilizzato il DNA
estratto da campioni di sangue prelevati da 5 cani. Come
controlli positivie negativi per la sensibilita delle tecniche
utilizzate, venivano compresi nello studio tre campioni
di DNA (A-C) appartenenti acarcinomicolorettali umani
con mutazioni al gene Ki-ras gia caratterizzate e DNA
ottenutoda 3 linee cellulari umane (E-F) senza mutazioni
al gene Ki-ras.

Analisi PCR-SSCP

La sequenza di ogni coppia di primer utilizzata per
amplificare gli esoni 1 e 2 dei geni Ha-ras, Ki-ras
ed N-ras veniva ottenuta dai dati in letteratura [16-18]
(Tab. 2).

La miscela di amplificazione (50 pul) utilizzata per
amplificare il DNA genomico (50 nm) era cosi
composta: 20uM dATP,dGTP,dTTP; 2 uM dCTP;
da 1,0 22,5 mM MgCl; 20 pmol di ogni primer; 20
mM Tris (pH 8.4 o 8,6); 50 mM KCI; 50 pug/ml
albumina di siero bovino; 0,5 unita di Taq polimerasi
(Perkin-Elmer Cetus); 0,1 pl (7 nm) [e-32P]dCTP
(3000Ci/mmol). L’amplificazione consisteva in 30 cicli
termici (30 s a 94 °C, 90 sa 50-60 °C, e 120 s a 71 °C)
portatia termine su un “thermal cyclercontroller” (Perkin-
Elmer Cetus). Per verificare la corretta grandezza dei
frammenti generati veniva poi eseguita una corsa
elettroforetica su gel di agarosio al 2%. Un decimo del
prodotto ampificato veniva in seguito diluito in 15-40pul
di una soluzione di sodio dodecil- solfato (0.1%)-EDTA
(10mM),acidoborico (89 mM), bromofenolo blu (0.05%)
e xylene cyanol (0.05%). I campioni diluiti erano poi
caricati su gel di poliacrilamide non-denaturanti al 6%
con o senza glicerolo 10%.

Tabella 2. - Sequenza degli oligonucleotidi utilizzati per amplificare gli esoni 1 e 2 dei geni RAS

Geni RAS Esone Sequenza nucleotidica Senso/antisenso
N-ras 1 5-GACTGAGTACAAACTGGTGG senso
5-CACTATGGTGGGATCATATT antisenso
N-ras 2 1 5-GGTGAAACCTGTTTGTTGGA senso
5-ATACACAGAGGAAGCCTTCG antisenso
Ki-ras 1 5-CATGTTCTAATATAGTCACA senso
5-AACAAGATTTACCTCTATTG antisenso
Ki-ras 2 5. TTCCTACAGGAAGCAAGTAG senso
5-CACAAAGAAAGCCCTCCCCA antisenso
Ha-ras 1 5-CTGAGGAGCGATGACGGAAT senso
5-AGTGGGGTCGTATTCGTCCA antisenso
Ha-ras 2 5-GTCATTGATGGGGAGACGTG sSenso
5-ACACACACAGGAAGCCCTCC antisenso




Sequenziamento genomico diretto

Allo scopodi evidenziare e caratterizzare la sequenza
nucleotidica degli alleli mutanti, veniva effettuato il
sequenziamento genomico diretto secondo quanto
descritto da Yandell e Dryja [19]. 11 sequenziamento
veniva eseguito sia in direzione senso che antisenso in
reazioni separate. [ frammenti amplificati con PCR erano
purificati con Sepharose CL-6B (Pharmacia) e combinati
con un primer (7 pmol) 32P-end-labeled. La miscela
primer-DNA veniva poi denaturata e la reazione di
sequenziamento eseguita con Sequenase 2,0 (US
Biochemical)a 37 °C. I campioni erano infine caricati su
gel di poliacrilamide denaturante al 6%. In tutti i casi
positivi all’analisi SSCP la reazione di sequenziamento
veniva ripetuta 2 volte.
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Fig. 1. - Analisi SSCP su gel di poliacrilamide non

denaturante, esone 1 del gene Ki-ras. All'analisi

elettroforetica appare una chiara variazione migratoria

nel campione A rispetto a tre campioni di DNA umano
normale (E-F).
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Risultati

La grandezza dei frammenti di DNA umano e canino
amplificatoaccertata su gel di agarosio eraidenticae cosi
caratterizzata: esone 1 N-ras, 110 bp; esone 2 N-ras, 103
bp; esone 1 Ki-ras, 177 bp; esone 2 Ki-ras, 128 bp; esone
3 Ha-ras, 115 bp; esone 4 Ha-ras, 112 bp. L’avvenuta
ampificazione dei frammenti di DNA indicava l’assenza
di alterazioni genomiche rilevanti.

All’analisi SSCP, tutti i campioni di carcinoma
colorettali umani presentavano pattern di migrazione
anomali nei ftfammenti dell’esone 1 del gene Ki-ras,
confermati da una seconda analisi indipendente (Fig.1).
Il sequenziamento genomico diretto dimostravache tutte
le mutazioni puntiformi erano presenti nel codone 12
(sostituzione G>A, GGT>GAT in tutti i campioni).

Sebbene 1"analisi SSCPrivelasse unachiaradifferenza
nel pattern di migrazione tra i campioni umani e quelli
canini (conl’eccezione dell’esone 1 del gene N-ras) (Fig.
2),non venivano osservate varianti SSCP nei 23 campioni
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Fig. 2. - Analisi SSCP su gel di poliacrilamide non

denaturante, esone 1 delgene Ha-ras. Nel gel sipossono

osservare differenze migratorie trail DNA umano (E-F) e
quello canino (14, 17, 19).
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di DNA canino. Il sequenziamento genomico diretto
degliesoni 1 e2 dei geniN-ras, Ki-ras e Ha-ras di cinque
campioni scelti a caso (numeri 19-23) e dei campioni
controllo metteva in evidenza una sequenza “wild type”
senza mutazioni puntiformi agli “hot spot”. La sequenza
osservata risultava conforme a quanto riportato in
letteratura [13, 17, 18].

Discussione

Nel nostro studio non & stato possibile evidenziare
nessun tipo di mutazione puntiforme agli “hot spot”
(codoni 12, 13 e 61) dei geniN-ras, Ki-ras and Ha-ras in
23 tumori mammari di cane. I motivi della non
dimostrazione di mutazioni puntiformi possono essere
dovuti a molti fattori quali la sensibilita della tecnica di
screeening utilizzata (SSCP) e/o la bassa percentuale di
cellule neoplastiche portatrici di una particolare
mutazione. In uno studio recente, & stata valutata
Iefficienza dell’analisi SSCP, per frammenti di 100-200
bp, attorno al 98% [20]. Inoltre studi con tecniche di
microdissezione eseguiti in laboratori differenti e su
diversi tumori, hanno dimostrato che I’analisi SSCP & in
grado di evidenziare mutazioni puntiformi presenti nel
10-20% della popolazione neoplastica (C. Poremba,
comunicazione personale).

Tutte queste considerazioni indicano che, se presenti,
le mutazioni puntiformi ai geniR AS nei tumori mammari
del cane rappresentano un evento non frequente.

Questi dati concordano inoltre con quanto descritto
nelle neoplasie mammarie umane dove, sebbene siano
ben riportati aumenti dei livelli di RNA codificato dai
geni RAS [21, 22], le mutazioni puntiformi agli “hot
spot” sono state dimostrate solamente in linee cellulari
ed in forme rare di carcinosarcoma [23].

Inconclusione, i risultati da noi riportati suggeriscono
che se I'attivazione dei geni RAS & presente nei tumori
mammari del cane, possono entrare in gioco altri
meccanismi di attivazione.

Ricevuto il 13 giugno 1994,
Accettato il 26 ottobre 1994,
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