Mecanismo de activacion celular en células
normales y transformadas por oncogenes

Descubrimients del
primer oncogén
humano

El' primer agente
bioldgico capaz de
producir tumores en
animales se aislo en
los anos 1910-1911
por Peyton Rous a
partir de un sarco-
ma de pollo. El re-
trovirus  aislado.
identificado décadas
después. se denomi-
no Rous Sarcoma
Virus en su honor.
Durante los afios 60
y 70 se auslaron una
gran variedad de re-
trovirus a partir de
diferentes
(sarcomas, linfomas,
leucemias, ete.) en
diversas especies.

tmores

Iloy en dia se cono-
cen medio centenar
de oncogenes virales
dilerentes, sobre los
que se ha intensifi-
cado notablemente
la investigacion a ni-
vel bioquimico con
la esperanza de po-

). erl‘alcal

I crecimiento de células normales se regu-

d1a mediante seiales codificadas en factores
solubles. Fstas seiales activan receptores especi-
ficos localizados en las membranas de las célu-
las efectoras, que ponen en marcha una compleja
red de interacciones entre quinasas citoplasmi-
cas que regulan a los denominados factores de
transcripcion. En los dltimos afios, ha quedado
de manifiesto que la transformacion celular, ba-
se de la generacion de tumores, se produce por
una alteracién de los mecanismos de senales in-
tracelulares activados tras la estimulacion mito-
géniva. Si bien el concepto de que el cancer se
desarrolla como consecuencia de la acumulacion
de alteraciones genéticas quedo establecido hace
décadas. descubrimientos recientes han puesto de
manifesto que estas alteraciones genéticas se pro-
ducen en genes celulares normales que adquie-
ren el potencial de (ransformacion mediante
modificaciones en su estructura o en la regula-
cion de su expresion que se traduce en alteracio-
nes en la funcién de la proteina por la que
codifican. Asi, se han identificado genes que se
activan de forma constitutiva tras una alteracion
genélica, y genes que son necesarios para la re-
gulacion del crecimiento celular normal y cuya
pérdida conlleva también a la transformacion.
Por dltimo. mutaciones en los genes que son res-
ponsables de llevar a cabo la reparacion de alte-
raciones genéticas, o genes «reparadores» y aquéllos
que regulan la decision de inducir la muerte celu-
lar programada, también son esenciales en la apa-
ricion de lineas
estrategias de desarrollo de antitumorales se ba-
san en los recientes descubrimientos sobre me-
canismos de (ransformacion a nivel molecular.
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der ditucidar con
precision su meca-
nismo de aceion.

A pesar de una in-
tensa busqueda. du-
rante afos no se
consiguio aislar nin-
ZOn retrovirus res-
ponsable de la
formacion de tumo-
res en humanos. De
hecho. tan solo se
han  conseguido
identificar hasta la
fecha res retrovirus
de origen humano.
pero su relacion con
la formacion de tu-
mores es accidental.
La falta de idenifi-
cacion de un retro-
virus capaz de
indueir tumores en
humanos. conjunta-
mente con la evi-
dencia de que en
humanos se produ-
cen tumores con pa-
tologias similares a
los producidos por
retrovirus en anima-
les experimentales.
impulsé la investiga-
cion de rutas alter-



nativas a la virologia. 5 el origen del cancer
en el hombre no se podia atribuir a los retrovi-
rus. debertan existir genes con capacidad de
transmitir ¢l fenotipo de transformacion celu-
lar. Este razonamiento. aunque sencillo en su
enunciado. confluyo espectacular y sorprenden-
temente con la identificacion de los oncogenes
retrovirales al asslarse el primer oncogén huma-
no a partir de un carcinoma de vejiga v verifi-
carse que correspondian al homélogo de un
oncogén retroviral descrito anteriormente en
rata.

Las bases sobre las que se establecio esta nue-
va ruta de investigacion sobre ¢l origen del can-
cer. radicaban en ¢l desarrollo de la tecnologia
del cultivo de tejidos animales. Las células de
un organismo pueden separarse y crecer en sis-
temas i vitro bajo condiciones estrietas pero
que son facilmente mancjables y reproducibles.
Estas células tienen a veces las caracteristicas
de células normales y mueren en un tiempo cor-
to. pudiéndose cultivar en el laboratorio sdlo
durante unas 30-50 gencraciones. Pero otras

Iineas celulares, extraidas a partir de umores
naturales o transformadas in eilro por trata-
mientos quimicos o por infeccion con determi-
nados virus, presentan una morfologia alterada,
finidamente y son capaces de indu-
cir tumores cuando se inyectan en animales en
condiciones adecuadas.

Con la posibilidad de cultivar células en labo-

crecen inde

ratoria y la mejora de las téenicas de mancjo
del ADN, se consiguié aislar genes capaces de
indueir tumores en humanos. La aproximacion
empleada para el aislamiento de estos genes hu-
manos consistio en utili

rlas caracteristicas de

las células que se cultivaban {n vitro. La hipo-
tesis de trabajo se basaba en los estudios pio-
neros de Avery. MacLeod y McCarty en los
afios 40. en los que consiguieron transferir las
caracteristicas fenotipicas entre dos cepas de
Staphylococeus, mediante la transferencia de
parte de su material genéti
i se aislaba DNA (es de-
cir, ¢l material genético) a partir de células

0. La idea era sen-

cilla conceptualmente:

transformadas que crecian indelinidamente in
vitro y eran capaces de inducir tumores en ani-
males experimentales, y s¢ introducia en célu-

las normales (incapaces de producir tumores)
se podria transferir la capacidad tumoral a las
células recipientes. El postulado teorico [ue co-
rrecto v s¢ consiguio transferir el fenotipo de
transformacion a células no morales. Los ge-
nes responsables de la transformacion celular
in vitro se denominaron oncogenes, y aungue
en un principio se pensé que podrian ser gencs
virales inmersos en el genoma celular, pronto
se observd que correspondian a auténticos ge-
nes celulares. El siguiente paso {ue la observa-
cién de que incluso DNAs aislados a partir de
tumores humanos eran capaces de transmitir
el fenotipo de transformacion celular en cult-

vos. La presencia de oncogenes se vbservo en
numerosos tipos de tamores incluyendo carci-
nomas, leucemias, linfomas. neuroblastomas v
SArcomas

[l primer oncogén que se aislo mediante las tée-
nicas descritas de transferencia del DNA de tu-
mores a células en cultivo, se consiguio a partir
de una linea celular. T-24. procedente de un
carcinoma humano de vejiga. Utilizando como
sonda el gen transformante, se consigui(). me-
diante téenicas de DNA recombmante, aislar
el gen complementario en células normales, per-
mitiendose su estudio de forma comparativa
con el gen transformante. Al secuenciar ambos
genes, sc observd que la dnica diferencia entre
el gen normal y el activado era una simple sus-
titueion en el codon nimero 12. De un triplete

de codificacian por Glicina (GGC) en el gen
normal, se pasaba a un triplete de codificacién
por Valina (GTC) en el gen T-24 activado. Es-
te sorprendente descubrimiento implicabi que
la simple modificacion de una base en la se-
cuencia de la proteina codilicada. era el res-

ponsable de la activacion del oneogén humano
T-24.

La siguiente gran sorpresa provina de la com-
paracion de fa secuencia de la proteing codi-
ficada por el oncogén T-24. con un banco
de datos donde se almacenaban todas las se-
cuencias de proteinas conocidas. Como se ha
mencionado anteriormente. no se habian con-
seguido aislar retrovirus capaces de producir t-
mores ¢n humanos. Sin embargo. la proteina
codificada por ¢l oncogén T-24 era prictica-



mente idéntica a la codilicada por el gen aisla-
do a partir de v retrovirus capaz de producir
SUrCOMAS N ratas.

El primer retrovirus portador del gen homolo-
go al oncogén T-24 habia sido aislado con an-
terioridad por Harvey vy se denomine Harvey
Murine Sarcoma Virus (Ha-MSV). Es el virus
productor de sarcomas en rata y al oncogén
transformante se le habia denominado como ras
por rat sarcoma. De forma semejante al caso
humano. el gen ras activado encontrado ¢n el
retrovirus Ha-MSV correspondia a una forma
alterada del gen normal de rata. pero en este
caso existian dos variaciones, una en el codon
12y otra en el codon 59. Estudios posteriores
demostraron la presencia de genes ras activa-
dos ¢n numerosas muestras de DNA aisladas
de tumores humanos v animales de diverso ori-
gen. La comparacion de varios de estos genes
aislados a partir de tumores humanos. junto con
los genes normales v varios genes mutantes en-
contrados en retrovirus de rata y raton. demos-
tré que invariablemente existian alteraciones en
los mismos residuos 12. 13, 39. 61 y 63.

Oncogenes y alteraciones citogenéticas

La investigacion que llevé al descubrimiento del
primer oncogén humano estaba precedida de
una copiosa informacion sobre las alteraciones
citogenéticas de diversas patologias, incluyen-
do determinados casos de cancer, y en espe-
cial de tumores hereditarios. Estos datos sc
obtvieron gracias a la investigacion de histo-
riales familiares en individuos con predisposi-
cion a determinados tumores. Algunos tipos de
patologia se podian relacionar claramente con
alteraciones eromosomicas, bren a nivel de

translocaciones entre cromosomas, bien por
pérdida de material genético.

En diversos laboratorios s¢ intento establecer
una conexion entre las alteraciones conocidas
a nivel cromosdmico v las recientes alteracio-
nes descublertas con ¢l aislamiento de los on-
cogenes humanos. Una vez aislados los genes
unicos responsables de la transformacion, se de-
bian correlacionar éstos con lus alteraciones cro-
mosomicas observables por técnicas de

citogenética clasica. La posibilidad de locali-
zacion de los diferentes oncogenes permitiria es-
tablecer una relacién causa-efecto perfecta entre
activacion de un determinado oncogén. alte-
racion cromosomica y enfermedad.

Estos cstudios dieron pronto resultados muy po-
sitivos. Ast en el caso de leucernias mielogenas
cronicas (CML) aparece casi invariablemente
(90%-95% de los casos) ¢l denominado cro-
mosoma Filadelfia como consecuencia de la
translocacian de una parte del cromosoma 9
al cromosoma 22. La coincidencia de que en
gran cantidad de casos de CML apareciese el
oncogén humano abl. incitd a la sospecha de
que ¢l gen abl estuviera involuerado en este ti-
po de enfermedad. Efectivamente, se observo
esta relacion cuando se maped ¢l gen abl en
el mismo locus del cromosoma 9 que se trans-
loca en los pacientes con CML. El gen aceptor
correspondia a la region que contiene el gen
ber en el cromosoma 22, originandose un pro-
ducto quimérico entre ambos genes ber-abl. de
consecuencias {atales, Por tanto. esta translo-
cacion cromosomica genera un nuevo produc-
to que no se corresponde con el gen normal abl
v. por tanto, su funcién es distinta al gen nor-
mal. Lo sorprendente de estos descubrimien-
tos tuc la existencia de esta alteracion con alta
incidencia en los casos de leucemia mielogena
cronica (CML) generalmente con la transloca-
cién cromosomica en el mismo punto de fusion
entre las mismas regiones del cromosoma 9 y
del cromosoma 22, Estos estudios han servido
de modelo de investigacion para otros tipos de
alteraciones a nivel molecular que conllevan la
adquisicion de la capacidad de transformacion
de un gen normal.

Regulacion de la proliferacion y diferenciacion
celular

Paralelamente al descubrimiento v aislamien-
to de los primeros oncogenes humanos, se con-
siguié un gran avance en la comprension de los
mecanismos que regulan la proliferacion vy la
diferenciacion de células normales. Se purifi-
caron ¢ identilicaron numerosos factores de cre-
cimiento y diferenciacion (NGF, PDGF. FCF,



EGF. ILs, etc.). asi como sus receptores espe-
cificos. Se demostré también gue un gran ni-
mero de estos receptores especificos para
factores de crecimiento eran quinasas con la ca-
pacidad de fosforilar residuos de tirosina en pro-
temnas intracelulares.

El hallazgo de que ciertos oncogenes correspon-
dian. bien a factores de crecimiento ya conoci-
dos (sis correspondia al PDGF) o a versiones
modilicadas de sus receptores (ErbB era el re-
ceptor truncado del EGF). permiti6 establecer
el concepto de que la transformacion oncogé-
nica se debia a alteraciones de los mecanismos
de seales mitogénicas de las células normales.
La identificacion de las proteinas Ras como
GTPasas y de factores de transcripcién con ac-
tividad transformante, ademas de oncogenes
con actividad tirosina y serina/treonina quina-
sas dej6 definitivamente establecido el concepto
de actividad oncogénica v alteracion de fas ru-
tas de senalizacion entre células. El esquema
general que las células normales utilizan para
la regulacion de la proliferactén se describe en
la figura 1. Se pueden establecer cuatro nive-
les de regulacién en el proceso, cuya funcién
es transmitir la sefial desde el exterior de la cé-
lula al nicleo. El primer nivel lo constituyen los
factores de crecimiento. El segundo nivel co-
rresponde a los receptores especilicos para los
factores de crecimiento, y que generalmente
suelen manifestar tras la interaccion con el fac-
tor una actividad de tirosina quinasa. El tercer
nivel lo constituyen una gran variedad de enzi-
mas reguladas directa o indirectamente por los
receptores activados. Pueden ser enzimas ge-
neradoras de segundos mensgyeros (adenilato
ciclasa. fosfolipasas) o quinasas intracelulares
con actividad serinaftreonina quinasas o de es-
pecifidad dual (tirosina y serina/treonina). Por
ultimo. los factores de transcripeion constitu-
ven el cuarto y dltimo nivel de transmision de
sefales.

$

Tipos de activacion de la capacidad oncogénica
La recopilacion de numerosos estudios realiza-
dos desde el aislamiento del primer oncogén hu-
mano implica que la transformacion celular

puede producirse siguiendo diferentes modelos.
En lincas generales, ¢l primer mecanismo de
activacion descubierto correspondia a una al-
teracion puntual en el gen que codifica por un
producto (proteina Ras) implicado en la regu-
lacion de la proliteracion o diferenciacion ce-
lular. Como cjemplos destacados estén el gen
ras, descrito anteriormente, v ¢l gen new, per-
teneciente a la familia del receptor para el fac-
tor epitehial (EGF) v que se activa mediante la
sustitucion de un solo residuo en la region trans-
membranal.

Un segundo mecanismo de activacion oncogé-
nica consiste en los reagrupamientos cromosé-
micos o translocaciones. El ejemplo mejor
estudiado es el descrito en el caso de la CMLs
con la translocacion del gen Abelson (ABL) del
cromosoma 9 al 22. Otro ejemplo muy estu-
diado es el linfoma de Burkit. en el cual se pro-
duce una translocacion del gen mye al
cromosoma 14.

Una tercera via de activacion de la capacidad
de transformacion de un gen consiste en su so-
breexpresién. Un gen normal sufre la pérdida
de la regulacion de su expresion, produciéndose
cantidades anormales de su producto. El mis-
mo resultado de sobreexpresion se puede pro-
ducir mediante mecanismos alternativos como,
por ejemplo, amplificacién génica como en el
caso de neuroblastomas o carcinoma de pul-
man, en los cuales se produce una amphfica-
cién del gen mye, o el caso del carcinoma de
mama en que aparece una amplificacion del
gen erb-B. Existen también mecanismos alter-
nativos como la introduccién de un «enhacer»
cercano al gen, o mediante la insercién de pro-
motores retrovirales que aumentan su trans-
cripeién.

La mutacién de genes con funcién supresora
puede llevar también a la transformacién celu-
lar. En este caso, el gen mutado tiene una fun-
cién reguladora negativa, sobre el crecimiento
celular v se denominan genes supresores. Los
casos mejor estudiados son el del retinoblasto-
ma (Rb) v el gen que codifica para la proteina
p53. En estos casos se produce la inactivacion
de una funcién normal que se encarga de re-
primir la proliferacion. Estudios recientes han
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desvelado que la maquinaria de regulacion de
la actividad de p33 v Rb es muy compleja, e
involuera a un conjunto de quinasas especili-

cas, que solo se activan cuando estan unidas
a las denominadas ciclinas (proteinas que se sin-
tetizan v degradan en fases muy concretas del
ciclo celular). Los complejos de ciclina-quinasa
estan regulados a su vez por proteimnas inhihi-
doras que tan s6lo se sintetizan en respuesta a
la fosforilacion de p33 y Rb.

En los ultimos anos. ha quedado de manifiesto
la importancia que tienen los enzimas encar-
gados de reparar ¢l dano producido en el ma-
terial genético. papel en el que los genes
supresores como el p33 jucgan también una im-
portante funcion. En condiciones normales. los
efectos de las radiaciones y agentes quimicos
sobre la estructura del ADN se corrigen median-
1e un proceso cons

ente en detener el creci-
miento (papel del p33. entre otros genes) que
permite la reparacion de las mutaciones pro-
ducidas por un complejo en ¢l que intervienen
al menos tres proteinas distintas. Caso de de-
tectarse algin problema que imposibilite la re-
paracion. la eélula ¢s conducida a un proceso
denominado muerte celular programada o
apoptosis.

Alteraciones en la capacidad de los genes re-
paradores para llevar a cabo su funcion de for-
ma cficiente. producen la acumulacion de
mutaciones que desembocan en la aparicion de
células transformadas con alta probabilidad. La
acumulacion de mutaciones se produce de for-
ma aleatoria. con la aparicion de lineas eelula-
res tumorogcénicas solo en el caso de producirse
mutaciones en oncogenes ¥ gencs supresores.

Teoria del origen mulli-causa del cancer

La aparicion de un tumor en un organismo no
es un cvento frecuente, a pesar de la gran can-
tidad de alteraciones que sc producen en un
organismo a lo largo de su vida. Este fendme-
no 1o es un suceso tnico que se produce en
un momento determinado. disparando un com-
plejo entramado de reacciones. entre las que
se incluve el escape al control vigilante del sis-
tema inmune. Por el contranio. la formacion de

un tumor es un praceso muy complejo. en el
cual existen al menos entre + 6 3 alteraciones
del material genético (mutaciones puntuales, al-
teraciones Cromosomicas) y (fue son necesarias
para producir la capacidad total de transfor-
macion. Los estudios mas recientes demuestran
la existencia de los genes denominados «muta-
dores», 0 mas propiamente genes «reparado-
res». responsables de reparar las muaciones
espontaneas. La alteracion de estos genes pro-
duce la acumulacion al azar de mutaciones en
el genoma que conllevan a la adecuada com-
binacién de las alteraciones necesarias para dis-
parar ¢l proceso tumoral. Los estudios
tradicionales demuestran que durante este pro-
ceso se pueden diferenciar dos etapas

La primera de estas ctapas se denomina fase
de iniciacion o de competencia, iras la cual. la
célula alterada entra en disposicion de conver-
tirse en cancerosa, aunque conservando sus pro-
piedades de célula normal. Por paralelismo.
existen factores que pueden mimetizar esta fun-
cion, dentro del proceso de regulacion de la
proliferacién celular normal. Dentro de este
apartado se encuentra ¢l PDCF. vy algunas in-
terleuquinas. considerados como factores de mni-
ciacion o competencia. El segundo paso para
producir el fenomeno de la transformacion o
en condiciones normales de regulacion de un
proceso de prolifera
llama progresion. Analogamente a lo que ocu-
rre con la iniciacion, se conocen factores de cre-

cion o de diferenciacion se

cimiento capaces de llevar a cabo esta funcién
en condiciones normales. tales como el ICF-1
{factor de crecimiento analogo a la insulina).
Dentro de la ¢élula. la transmisidn de la ifor-
macion se produce mediante las rutas de fos-
forilaciones en residuos de tirosina o
serinaftreonina en proteinas especificas. o me-
diante el concurso de las denominadas GTP-
asas. En los tltimos afios se ha conseguido un
gran avance en relacion al mecanismo de fos-
forilacion mediado por receptores. la identi-
ficacion de sustratos especificos, el modo de
accion de las GTPasas y la activacion de qui-
nasas intracelulares y factores de transcripeion.
Actualmente se¢ acepta que existen rutas alter-
nativas para la regulacion de la expresion de



genes especificos. responsables de la respuesta
celular. El estudio de estas nnas alternativas de
transmision de seniales ha llevado al desarrollo
del concepto de genes de complementacion.
Como se indicé anteriormente, la clasificacién
de los oncogenes conocidos en diferentes fami-
lias se realiza en base a la actividad conocida
o supuesta de sus productos genicos. Asi, en
funcién de su actividad. unos son quinasas,
otros son pratenas G, otros son factores de
transcripcién, otros son receptores para facto-
res de crecimiento y otros constituyen factores
de crecimiento en si,

Se disenaron experimentos para estudiar qué
genes dentro de 1odas estas familias de grupos
funcionales eran capaces de producir la trans-
formacién por si solos. Se vio que no eran ca-
paves de mduerr la transforivacion completa de
lorma individual. Sin embargo. en presencia de
oncogenes activados pertenecientes a familias
distintas. actuaban de forma complementaria
y cran capaces de inducir la transformacion de
cultivos primarios. El primer grupo de genes
complementarios sertan aquéllos que son capa-
ces de transferir la capacidad de inmortalidad
a las células. Una célula nortnal en cultivo mue-
re ¢n un corto tiempo, al cabo de unas 30 ¢
30 generaciones. Sin embargo. cuando se in-
troducen oncogenes de este grupo, las células
recipientes son capaces de crecer indefinida-
mente. Se engloban en este apartado genes co-
mo mye. large T antigen (LT). EIA, etc. A pesar
de su capacidad de crecimiento indefinido. es-
tas lineas celulares no son capaces de producir
tumores en ammales experimentales. Para es-
te segundo paso de adquisicion del potencial
de transformacion, se necesita el concurso de
otro oncogen. capaz de conferirle independen-
cia de crecimiento sobre un sustrato definido
y de inducir tumores en animales. Represen-
tantes de este grupo son los genes ras, src. midd-
le T antigen (mT), etc. Por tanto, es importante
sefialar que a pesar del descubrimiento de los
oncogenes, no hemos podido eludir la comple-
jidad del estudio de la transformacion celular.

Clasificaciéon de genes del cincer

El cancer es una enfermedad genética, moti-

vada por la acumulacion de varias alteracio-
nes en genes complementarios. Hoy se pueden
clasificar a los genes del cancer en cuatro
grupos:

1. Oncogencs: Genes cuya mutacion genera
una proteina con una funcién permanentemen-
te activada. Fundamentalmente constituyen los
difcrentes componentes estructurales de la cas-
cada de transmision de senales mitogénicas.
2. Genes supresores: Genes que regulan ne-
gativamente ¢l crecimiento ¥ que tras la alte-
racion se pierde completamente su actividad.
3. Genes «interruptores»: Son los encargados
de desconectar la estimulacion, una vez se ha
activado la cascada de sefiales mitogénicas.

4. Genes «rcparadores» o «mutadores»

on
los responsables de la reparacion del dano ge-
nético en condiciones normales v su alteracion
favorece la acumulacion de mutaciones al azar
en todo ¢l genoma.

Oncogenes

1. Factores de crecimiento

Desde el aislamiento del primer oncogén hu-
mano se ha invertido un considerable esfuerzo
en intentar dilucidar la funcion normal de los
productos codilicados por estos genes con ca-
pacidad de transformacion. La informacion ob-
tenida ha puesto de manifiesto que los
protooncogenes juegan un papel importante en
la regulacion de diversas etapas de fa prolife-
racion v la diferenciacion celular. Se ha podi-
do comprobar que practicamente todos los
sistemas conocidos de regulacion de activida-
des celulares son sensibles a la accién de los pro-
ductos oncogénicos. Sin embargo. a pesar de
la variabilidad de sus funciones. se ha reunido
suficiente informacién como para agrupar la
mavor parte de los oncogenes conocidos en fa-
milias que representan diferentes niveles de la
secuencia de transmision de sehales en una cé-
lula y que abarcan los cuatro niveles de regu-
lacién contenidos en la figura 1.

La cadena de sucesos conectada a la transmi-
510n de senales al interior celular esta mediada
en primer lugar por un factor de crecimiento
(figura 2). Existen oncogenes que son copias
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exactas o bien ligeramente alteradas de facto-
res de crecimiento. Su mecanismo de activa-
cion consiste en la expresion no regulada,
induciendo la proliferacion celular de forma in-
controlada. El oncogén mas representativo es
sis. equivalente al factor de crecimiento deri-
vado de plaquetas (PDGE). aunque también se
han encontrado miembros de la familia de FGF
con actividad transformante.

2. Receptores para factores de crecimiento

El segundo paso en la transmision de senales
es generalmente la interaccion del factor con
un receptor celular. Para cada factor de ereci-
miento existe un receptor especifico, de mane-
ra que mediante la interaccién del factor con
receptores especificos en la célula efectora, se
pueden producir respuestas encaminadas a in-
ducir la proliferacion o la diferenciacion celu-
lar. Existen oncogenes que codifican para
quinasas capaces de fosforilar residuos de tiro-
sina. asociados a la membrana citoplasmatica
y cuyos productos corresponden a versiones
alteradas de receptores para factores de creci-
miento y hormonas. El ejemplo mas represen-
tativo ¢s el del oncogén erb-B, forma truncada
del receptor para el factor de crecimiento epi-
dérmico (EGF). Es también el caso del onco-
gen fms. receptor para el factor estimulador de
la formacion de colonias en granulocitos. co-
nocido como G-CSF. Por tiltimo. es relevante
el descubrimiento del potencial oncogénico del
gen mas. receptor de péptidos adrenérgicos,
cjemplo de una segunda familia de receptores
conectados a GTPasas intracelulares para la
trasmision de la sefal.

3. Cascada intracelutar

La sefial recibida por el receptor del factor de
crecimiento. hormona o citoquina es transmi-
tida gencralmente a otras proteinas celulares
fundamentalmente mediante tres mecanismos
alternativos. El primero de estos mecanismos
depende de la interaccion entre el receptor ac-
tivado y proteinas citosolicas a través de regio-
nes denominadas SH2 (reconocen residuos de

tirosina-fosfato) v regiones 8113 (regulan la in-
teraccion proteina-proteina). Fste mecanismo
induce la activacién de una cascada de prote-
nas quinasas especificas para residuos de seri-
na/treonina o de doble especificidad (fosforilan
al mismo tiempo residuos de tirosina y de seri-
naltreonina) v cuya estructura no se correspon-
den con la de receptores de factores de
crecimicnto. Este grupo de proteinas involucra-
das en la eransmision de sefiales mitogénicas in-
cluye la protooncogén raf, v depende de la
funcién de la proteina p21-ras para su activa-
cién. Durante los tltimos afios, se ha consegui-
do cstablecer que el mecanismo por el cual se
produce la activacion de las proteias Ras por
los receptores activados depende de moléculas
adaptadoras (Grb2, She) v de factores de in-
tercambio (Sos, GRF) que se activan por inte-
raccion a través de regiones SH2 vy regiones
SH3. También se ha dilucidado el mecanismo
de activacion de la cascada de quinasas intra-
celulares RatfMEK/MAPK a partir de las pro-
teinas Ras. Una vez activada la quinasa MAPK.
ésta fosforila y activa a determinados factores
de transcripeion. Constituye este sistema un
c¢jemplo lineal de senalizacion desde el exterior
celular al nicleo. Este sistema lo utilizan fa ma-
yoria de factores mitogénicos peptidicos (msu-

lina, PDGF, FCF, ECF, etc.).

El segundo mecanismo alternativo de transmi-
sion de la senal al interior celular a través de
receptores, consiste en la regulacion de la acti-
vidad de las GTPasas heterotrimericas, grupo
al cual pertenecen las protemas G, v G; v la
G- todas ellas con capacidad transforman-
te. La regulacién de las GTPasas heterotri-
méricas se realiza por interaccion directa
Receptor-GTPasa. Este sistema lo utilizan los
receptores que regulan las adenilato ciclasas y
las fosfolipasas. fundamentalmente. Reciente-
mente se ha puesto de manifiesto que también
pueden activar la ruta dependiente de las pro-
teas Ras, aunque su mecanismo preciso to-
davia es incierto.

Por dltimo, y dentro del grupo de enzimas
citoplasmicas, los receptores de interlenquinas
estan asociados a quinasas intracelulares itine-



rantes, cuyo mejor representante es la familia
sre, que tras su activacién conectan rutas in-
tracelulares semejantes a las de receptores trans-
membranales a través de la proteina Ras.

4. Faclores de transcripeion
El ultimo grupo de proteinas que actian como
transmisores de la senal iniciada por la interac-
cion del factor de erecimiento con su receptor,
son las proteinas codificadas por protooncoge-
nes nucleares. Estos productos representan el
grupo de los lactores activadores de la trans-
cripeion. Su funcion fundamental consiste en
inducir la expresion de genes espectfi
cionados con la respuesta de proliferacion o di-
ferenciacion celular.

La mayor parte de los oncogenes que se cono-
cen hoy en dia se pueden agrupar en estas
farmilias. Aunque todavia no se conoce el me-
canismo exacto de su funcion, se dispone de
abundante informacion respecto a las rutas me-
tabdlicas en las que posiblemente la ejerzan. La
clasificacion descrita en la figura 1 refleja ine-
quivocamente que las lineas maestras de su ac-
tividad. generalmente estan enfocadas en los
sistemas de transduccién de sefiales intrace-
lulares.

0s. rela-

Genes supresores

Durante los ultimos afios se ha descubierto la
existencia no solo de genes «dominantes» ca-
paces de inducir la transformacion celular al al-
terarse su expresion de las formas descritas en
este trabajo. sino también genes cuvos produc-
tos regulan de forma negativa ¢l crecimiento
celular y cuya alteracion conlleva a la transfor-
macion celular por falta del mismo o a su su-
presion.

Representantes de este grupo de genes del can-
cer denominados genes supresores, son los del
retinoblastoma y el gen que codifica por la p53.
ambos nucleares. El gen del retinoblastoma
(Rb) se encuentra frecuentemente inactivado de
forma homocigdtica en retinoblastomas, osteo-
sarcomas, carcinomas de pulmon (small cell
lung carcinoma) y carcinomas de vejiga. El gen
completo lo constituyen unas 190 kilobases, que

codifican por una proteina de 105 kDa. La pro-
teina pl05 esta localizada en el micleo, tiene
capacidad de unir DNA y es sustrato de fosfo-
rilacion. fundamentalmente en residuos de se-
rinaftreonina. Su funcion esta relacionada eon
la inhibicion de la progresion del ciclo celular
en las [ases G, ylo Gy, regulada por medio de
fosforilacion. Se encuentra asociada con los pro-
ductos del gen viral E1A de adenovirus, v el
large T antigen del viras 840, capaces de mac-
tivar su {uncion. lavoreciendo la transformacion
celular. Regula la funcion del factor de trans-
cripeion E2F. que entre otros genes. controla
la sintesis de ta DNA-polimerasa v del gen my.
La proteina conocida como p33 también ¢jer-
ce su funcion como regulador negativo de la
dwision celular mediante la regulacion de la sin-
tesis de la protema p2 [-Waf1. inhibidor de las
quinasas dependientes de ciclina (CDK). Estas
quinasas responden a la regulacion de nume-
rosos [actores exdgenos como son entrada en
quiescencia por falta de lactores de erecimien-
to. participacion de factores de crecimiento co-
mo el TGFB. que inluben la proliferacion,
inhibicion del crecimiento por contacto entre
células. v la propia actividad del producto del
gen pd3. Mutaciones en el gen que codifica por
la proteina p53. son capaces de modiftcar su
funcién de manera que bloquean la actividad
supresora de la p33 normal. De hecho. la pro-
tema pd3 normal es capaz de revertir la trans-
formacion inducida por diversos oncogenes.
Mientras que la pérdida de ambas copias del
gen del reunoblastoma es ¢l responsable de la
aparicion de la transformacion celular, en el ca-
so del gen p33 la alteracion de su producto es
suficiente para generar la actividad trans-
formante

Genes interruptores

Ena vez conectada la seiial mitogénica median-
te la cascada mencionada en el apartado ante-
rior, ésta debe inactivarse para devolver a la
célula a su estado de reposo. Este proceso de
inactivacion se basa fundamentalmente en la
desconexion de las rutas activadas en la fase
positiva de activacion. El mecanismo més uti-



lizado probablemente se basa en la acuvidad
de las denominadas tostatasas que elimman los
residuos de fosfato de las protemas activadas
as quinasas. L'n segundo mecanismao es la

wcion de proteasas espeeiticas como la pro-

teasa dependiente de ubiquitinacion, enca

da de la eliminacion de las ciclinas tras su
utilizacion en la lase adecuada del cielo celu-
lar. Por tanto. los genes «interruptores» juegan
un papel importante en la restauracion del sis-
wema de activacion/inactivacion en las células,
haciendo posible que scan susceptibles de un
nuevo ciclo de activacion. La alteracion de su
funcion produciria eélulas incapaces de volver
a su estado de reposo tras su activacion inicial.

Genes reparadores

En un organismo multicelular y complejo. co-
mo el de un mamifero. se producen multiples
alteraciones en su genoma. debido a agentes
exégenos (luz ulravioleta. mutdgenos quimicos.
etc.) 0 a errores en la replicacion del material
genérico durante la prol

racion normal. El gen
p33 acnin como un eficiente «polician que de-
ticne ¢l ciclo celular al detectar las anomalias,
poniendo en marcha un complejo mecanismo
de reparacion de estas alteraciones. En los l-
timos anos se ha conseguido identificar v aislar
algunos de los genes responsables de la repara-
cion de las alteraciones inducidas por agentes
mutagénicos en levaduras (Mut 8, Mut L. Mut
H, 8sb) v se han identficado algunos de sus ho-
mdlogos en humanos {por ejemplo. ¢l gen
FINPCC o hMSH?2). Los cambios’en los genes
reparadores. por tanto. inciden mdirectamen-
te en la aparicion de tumores al permitir la acu-

mulacion de mutaciones al azar en todo ¢l
genoma. Cuando se produce la acumulacion de
mutaciones apropiada, alectando a genes de los
grupos contenidos en esta revision. sc genera
una linea celular cancerosa,

Cancer y apoptosis

La aparicion de un tumor en un organismo ce-
pende de numerosos factores, entre los que ocu-
pan un lugar importante las alteraciones del

cquilibrio entre proliferacion y la muerte celu-
lar. La apoptosis, o muerte celular programa-
da. s un proceso fisiologico que juega un papel
15 situaciones, tales como de-

ncial en dive

sarrollo de drganos v tejidos en la fase embrio-
naria. mantemmiento de las eélulas del sistema
mmune v situaciones patolagicas como infec-

ciones por microorganismos. Varios de los ge-
nes que se han visto involucrados en tumores
en humanos (p53. nnve y proteinas virales co-
mo ElA. E6, E7) también se han identificado
como genes relevantes en la regulacion de la
apoptosis. Alleraciones en estos genes que im-
pidan el proceso natural de la muerte celular
en respuesta a alteraciones en el genoma inci-
den de manera importante en la formacién de
tmares. De nuevo. el producto del gen p33
ocupa un lugar prominente al servir de «poli-
cia» que detecta la situacion anomala y conee-
ta el proceso de apoptosis. Otros genes como
ICE (una proteasa especifica de apoptosis) o
bhel-2. también son esenciales en la regulacion
de la apoptosis v por extension. candidatos a
su alteracion en procesos tumorales.

Resumen y perspectivas

El avance desarrollado en los tltimaos anos en
las téenicas de manipulacién de acidos nuclei-
cos v proteinas, ha permitido desentranar par-
te de los nusterios mtracelulares que gobiernan
la regulacion de los procesos de proliferacion.
diferenciacion celular v desarrollo. Este descu-
brimicnto ha impulsado considerablemente ¢l
conocimiento sobre los mecanismos que regu-
lan la expresion geénica v la transmision de se-
5. Los
resultados obtenidos reluerzan la teoria auto-
crina de la transformacion celular al desvelar
las bases de la regulacion de la proliferacion v
diferenciacion eelular v establecer of mecani
mo de alteraciones genéticas que hacen que la
célula escape a los mecanismos normales de re-
gulacion. Para que este proceso ocurra es ne-
cesaria ta participacién de varias alteraciones
distintas ¢ independientes que afectan a genes
con funciones complementarias. Sin embargo.
se cuenta con el contratiempo importante de

nales a través de [actores extracelulare




que los mismos genes transformantes se encuen-
tran activados en tumores de diversa naturale-
za y. por el contrario. tumores de patologia
semejante presentan oncogenes activados muy
distintes. Estos hallazgos hacen muy dificil el
establecimiento de unat relacion clara causa-
efecto en la generacion de gran variedad de
tumores.

El conocimiento profundo de los sistemas de
regulacion de los procesos de proliferacion. di-
{erenciacion v desarrollo normales llevan a la
posibilidad de poder mampularlos a voluntad.
El desarrollo de las tecnologtas de DNA nos ha
permitido aislar los genes que codifican para
los productos responsables de ciertas funciones
celulares para su postertor utilizacion terapéu-
tica. Por ejemplo, se han aislado genes que co-
difican para factores de crecimiento que pueden
ser utilizados en la regeneracion de tejidos da-
flados o deficientes. También se empiezan a

comprender los mecanismos que producen la

“diferenciacion celular, que llevaran al disefio de

drogas que avuden a la regeneracion controla-
da de tejidos especializados. El descubrimien-
to de los genes supresores han abicrto las
puertas de un campo apasionante, ¢l disctio de
cstrategias especificas contra la proliferacion ce-
lular incontrolada. Empezamos a comprender
la complejidad de los sistemas mvolucrados en
la regulacion de la conducta celular, abriéndo-
se las puertas de la esperanza en nuestra lucha
contra enfermedades hoy en dia incurables. Pa-
ra poder controlarlas definitivamente, se requie-
re todavia un gran esfuerzo de investigacion en
las lincas trazadas en csta revision. <

Juan Carlos Lacal, Institalo de Incestigaciones
Biomédicas, CSIC.
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