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Editorial

A LES PORTES D'UN NOU SEGLE [ CAP AL FINAL

D'UN LLARG CAMI

Tot just comendi el nou segle es compliran 109 anys de la pri-
mera fita Lerapéutica especifica important de la lluita de Iho-
me contra les malalties neoplastiques. La radioterapia, en
efecte, ntroduida ben al comengament daguest segle, acon-
sCguia aleshores els seus primers resultats, que hom contem-
plava amb sorpresa i esperanga. Constituia el primer pas im-
portant d'aquest llarg cami que, amb Interupdions mes o
menys perllongades, anina conduint a l'esclat de progressos
que estem vivint actualment. | quan diem esclat ens refenm
concretament a la bioclogia molecular, la qual, amb un ¢ons-
tant i profund aveng, ens esta descobrint les bases genéti-
ques que condikignaran, sens dubte, la fulura terapeutica on-
coldgica.

Des de lresmentada introduccit de la radioterapia fins que dis-
posarem dels primers Crostatics, que permetien contemplar
el tractament de 1a malaltia cstesa, passaren mes de 40 anys.
Durant aquesles llargues décades, I'home $'ho enginya per
treure el millor partit possible de la primera arma de qut dis-
posava, perd, si hom fa excepcid de determinats processos lo-
calitzats, les victdries que s'aconseguicn, guasi sempre ami el
decisiu aut de la arurgla, eren forga limitades. Fn agquesta
fase, en efecte, 1a cirurgia, que havia assolit un molt important
desenvolupament, contribui, més que la mateixa radioterapia,
a 13 curacio del cancer. Quan arriba la Segona Guerra Mundial
continuen morint-5¢ la majoria de pacients afectats de malal-
ties malignes.

Per aquelles estranyes arcumstancies del desti, una substan-
cia, anomenada gas mostassa, utilitzada com a producte
bellic durant aquesta gran guerra, passara rapidament des
dels camps de batalla de Flandes a les venes dels nostres pa-
cients, fet que inaugura, el 1946, la quimioterapia Citostatica
&n la histona de la Medicina. A partir d'aqui seguiran 50 anys
de progressos continuats, durant els guals s'introdueix el con-
cepte destratCgia diagndstica i terapeutica en la lluita contra
aquestes malalties 1 que dona naixenga a una nova especiali-
tat anomenada Oncologia Médica, la qual estableix les bases
cientifiques que permeten treure el maxim profit de tots els
avangos quc es van registrant i gue es produeiten sobretot
a mesura que sintrodueixen 1 aphquen els nous farmacs
CILOSIaLCcs. AQUEsts medicaments permeten estructurar com-
binacions poliquirnioterapiques que, seguint els conceptes
dintensitat 1 dintermitencia,  destrueixen les  céllules
neoplastiques, tot | que amb un inevitable dany, que es pro-

cura reduir al mirim possible, sobre les ¢éllules normals. Amb
1otes aguestes combinacions, amb el decisiu ajut de la cirur-
gia i de la radioterapia, i amb un millor coneixemen: de les es-
trategies diagnostica | terapéutica oncoldgiques, ens trobem
al final d'aquest segle amb fimportant aveng que significa el
poder guarir aproximadament la meitat de Loles aquestes
malalties. Perd en arribar a aguest punt és obligat ambé que
acceptemn, amb  humilitat, que essent molt el que sh3a
avangat €s tamb¢ molt el gue manca per aconseguir. Queds
encara un llarg cami per recorrer.

Es digui el gue es digui, des de fa uns 15 anys, gairebé no es
produeixen innovacions terapautiques transcendents en la
lluita contra el cancer. Ens consola, emperd, el fel de poder
presagiar que els progressos de les ciéncies basiques ens per-
metran disposar, relativament aviat, de nous tractaments,
mes selectius que els actuals Citastatics i que aniran dingits
CONtra els mecanismes INLIMs qUe anem progressivament ¢o-
neixent i que representen graons meés concrets que conduei-
xen al desenvolupament de la malaltia cancerosa. La Quimio-
terapla no progressa amb 1z rapidesa desitjable. Es van
introduint nous farmacs que permeten dissenyar noves com-
binacions que, ¢n general, es limiten & millorar de forma dis-
creta el percentatge de remissions i de guariments. £s excep-
aonal que sintroduciki un nou Ctostatic que sigui molt
valuds i que pugui controlar una malaltia, com la 2-cloradeso-
xiadenosina o la desoxicoformicing ho aconsegueixen amb la
tricoleucémia. Eis Cirostatics, a mes, disposen, en general, de
poc poder auténticament corrector {limitat a la correccié del
mecanisme intm responsatilel | solen ser massa LOXICSs per a
les ¢éMules normals. Les molesties subjectives que ¢3ausen
ens han obligat 3 introduir nous tractaments per a palliar-les.
La seva toxicitat hematoldgica | visceral 65 tambe Important |
ens obliga per tant a emprar factors de creixement | daltres
mesures de suport mentre sespera que el pacient es recuperi
i pugui continuar el tractament. Cal sovint acceptar €l preu
duna toxicitat for¢a feixuga, tot i que &s clar que en alguns
processos, com €s el ¢as de la malaltia de Hodgkin, ¢l tracta-
ment & suporta prou beé, sobretot si es té en compte el be
nefici indiscutible que proporciona. Perd, fins i tot en aguestes
circumstancies mes favorables, hem de lamentar que es pro-
dueixen efectes secundans tan Importants per a la qualitat de
vida dels pacients com locasional aparicid d'esterilitat o la
meés greu presentacio de segones neoplasies tardanes, les
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quals, paradoxalment, acaben amb la vida de pacients que
sha aconseguit pnimer de curar. Bl mateix recurs de lauto-
trasplaniament, amb precursors del moll d'os o de la sang pe-
riferica, que ens veiem obligats a utilitzar en els casos rebels |
que naconsegueix de guarir alguns, representa el relatiu
fracas dels actuals agents citostatics, els quals, en aquests ca-
508, shan dutllitzar a dosis encara molt meés elevades 1 per
tant molt meés toxiques 1 que evidencien la imitacio dels nos-
tres recursos [erapeutics actuals, poc selectius encara | poc
Fespectuosos amb les célules normals Innocents. Estem par-
lant logicament de quimioterapia en general ( no fem es-
ment, per exemple, dels tractaments hormonals minoricaris
que s'empren eficagment en determinades neoplasies hormao-
nosensibles com son les de prosiata i les de mama.

Les malalties neoplastiques es desencadenen a partir de des-
viacions dels gens gue intervenen en el control de la multi-
plicacio cellular. Els gens muten, samplifiquen ¢ pateixen
translocacions que determinen el desencadenament d'una
proliferacio andmala. El gran descobriment, lany 1953, de l'es-
tructura del DNA, fou linici d'un progrés indeturable que con-
dui & la identificacio, fa uns 25 anys, de les primeres altera-
cions genétiques somatiques especifigues vinculades a les
neoplasies | que donaven origen al desenvolupament de la
biclogia molecutar en I'ambit de l'estudi del cancer. Durant tot
aquest darrer quart de segle sha anat aprofundint meés i més
en el congixement dels mecanismes mes intims que interve-
nen en la génesi de la malaltia cancerosa i cal esperar que, 3
mesura que Progressem en aquest coneixement, anem des-
Cobrint zones i punts "diana” que permetin que les terapéuti-
ques del futur disposin d'obpectius d'atac molt meés predisos |
concrets per a poder interferir la proliferacio i el creixement
tumorals. Uns gens faciliten la multiplicaci¢ | d'aitres la inhibei-
xen afavorint la mort programada o apoptosi. £s aixi com es
configura el caracter agressiv dunes malalties i 'acumulatiu,
relativament quiescent, d'altres i és aixi també com, conei-
xent els gens responsables, podrem arribar a interferir 13 ma-
teixa patogéne;i de [0LS aguests processos. Mentrestant, en
lambit experimental, hom disposa de hucleotids antisentit
que poden interferir el gen quirméric de la translocacio §9:22)
de la leucérma mieloide cronica i fins i tot, en ¢linica humana,
duna substancia com és l'acid holotransretinoic el gual, com
que disposa dun receptor especific en el cromasoma 17, que
¢és ol que rep el gen PML localitzat en el cromosoma 15, deter-
mina la diferenciacié cellular normal dels promieldgits leuce-
MKS generars per aquesta translocadio i, en consequéncia, la
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remissio de la malaitia. Fa poc que disposem ja, també en cli-
nica humana i per al tractament dels limfomes no hodgki-
nians, d'anticossos monacionals anti (020 que es poden dingir
contra céllules 8 limfomatoses que expressen aquest antigen
i tambe dialtres, com ara els anticossos monoclonals dirigiis
contra el gen c-erb B, per al tractament de determinats €asos
de cancer de mama avangats amb sobreexpressio HER 2. |
mentrestant, i des de fa pocs anys, coneixern el gue san els
anomenats telomers que governen la vida de les céllules |
que, ubicats en els extrems dels cromosomes, son sintetit-
zats per laccié de l'enzim telomerasa, del gaal disposen les
céllules embrionaries | Canceroses per a aconseguir la immor-
[alitat. Les cellules normals, que posseeixen un capital deter-
minat de telomers, envelleixen i moren perque no disposen
de telomerasa i, per tant, de la capacitat de sintetitzar els
telomers gue van perdent. Les céllules neoplastiques, que
van recuperant el dot de teldmers, es multiphiquen continua-
ment fins acabar amb la vida de I'hoste que en pateix la
preséncia. Imaginem que un dia disposem en clinica humana
d'un inhibidor de la telomerasa que, duna forrma amplia i ines-
pecifica, interfereixi la sintesi de telbmers | determini que $a-
turi el desenvolupament d'un gran nombre de neoplasies.
Diu David Lane, en un recent treball publicat a la revista "Lan-
cet’, que €s sempre instructiv endevinar el futur i que s molt
possible que, en el camp concret de les malalties neoplasti-
ques, sesdevingui un gran canvi en els propers 25 anys, els
mateixos que sha trigat a arribar on som ara, des que co-
menga laplicacid de la biologla molecular en el terreny del
cancer. Es facil presagiar que |a disiancia entre els conceptes
basics i la seva aplicabilitat clinica s'anira escurcant progressi
vament fins arribar a una nova epoca en la qual, gracies a
aquesta progressiva aproximacio, disposarem ja de tracta-
ments molt més selectius, molt mes correciors | molt més
pen dirigits, per [ant, contra els mecanismes intims gue inter-
venen decisivament en la genesi i el desencadenament de 13
malaltia neoplastica. Quan arribi aquest moment, 13 majoria
dels actuals tractaments, molt valuosos ara, perd sovint mas-
5@ tHXICs, quedaran reduits 3 una pura anécdota historica.
En el collogu que motiva aquest editonal hom pot compio
var aquests grans progressos que s'estan erregistrant en el
coneixemnent de la intimitat genética de diferents neoplasios i
que son la base, repetim, dels canvis pracrics conceptuals,
diagnostics | terapeutics que presagiem, que desitgem i que
s'acosten,

JORDI SANS-SABRAFEN




COMOQUI: BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER

ONCOGENS I ANTIONCOGENS

Antonio Cardesa®

ONCOGENS

it 1969 Huebner i Tadaro van proposar que els gens responsa-
bles de regular el desenvolupament niormal en els organis-
mes multicellulars podien alterar-se i donar lloc al creixement
sense regulacic propi del cancer. El terme "oncog En” va ser
introduit per a descriure tals gens i el postulat va ser conegut
com a 1a “hipdtesi de l'oncogen”.

La demostracid experimental daquesta hipotes) es va fer
anys després, el 1983, per Bishop 1 Yermus, en descobrir que
l'oncogen o gen transformador src del virus del sarcoma de
Rous compartia sequéncies amb gens cellulars normals. Sub-
segilentment €S va proposar que altres ONCOgens retrovincs
{virus oncogens RNA) eren homolegs als “protooncogens ” de
les céllules normals. D'aquestes investigacions va sorgir el
concepte vigent que els protooncogens son gens cellulars
normals que estimulen creixement, desenvolupament i dife-
renciacio, | que quan s'activen es converteixen en oncogens ,
que donen llac a la célula transformada o neoplasica

A causa del fet que es van descobrir inicialment com a gens vi-
rics, ¢ls protooncogens es designen segons els seus homolegs
virics. Cada v-onc es designa amb una paraula de tres lletres que
relaciona a Yoncogen amb el virus a parur del qual va ser aflat,
Per tant, el v-OhC contingut en el virus del sarcoma de Rous es
coneix com a v-scr, i 1a seva contrapartida cetular com a ¢-src El
Protooncogen corresponent es designa src, eliminang el prefix.
Practicament tots els oncogens retrovincs tenen la seva con-
trapartida de protooncogen detectable en el DNA huma.
Molts daguests protooncogens, activats per tota una seére de
mecanisimes, shan associat amb una série de cancers hu-
mans. Sembla ser gue el procediment general pel qual es pro-
dueix la seva activacio radica en modificacions en lestructura
0 en lexpressioy de certs protooncogens. Aquests mecanis-
mes son els seglients: mutacions puntiformes, translocacions

*Acadcmtc Numeran Bepartament d' Andtorma Patologlca Hnspltal Cli-

nic. Universiat de Barcelona

TAULA |
Mecanismes d'activacio d'oncogens

cromosdmiques, amplificacio ifo sobreexpressio i insercio virk
ca {taula . Tots aquests mecanismes donen o & CNCogens
dominants, s 3 dir, que lactivacié dun sol dels dos allels
cellulars del protooncogen €s suficient per a produir 'efecte
ONCOEENIC COTresponent.

Els oncogens codifiquen proteines denominades “oncoproter
nes”, que s'assemblen als productes normals dels protoonco-
gens, amb l'excepciv que les oncoproteines manquen dim-
portants elements reguladors i que 1a seva produccio per les
céllules transformades no depén de factors de creixement ©
altres senyals exierns.

Eis oncogens i les seves oncoproteines s'agrupen general-
ment segons el paper que desenvolupen al llzrg de la cascada
de transicié de senyals ¢ollulars de la manera seguent: 1}
gens per a factors de creixement o receptors; 2) gens per a
factors citoplasmatics del sisterna de transduccid de senyals;
3) gens per a factors de transcripcic intraceklulars, i 4) gens
per a altres tipus diversos de molécules (taula ). En esséndia,
aquests diferents grups es corresponen amb els diferents
passos que tenen o¢ en Ia transmissia de la informacio des
de 'exterior de I3 céHula fins a lnterior del nudli. Aquests sén
els segients: a) uni¢ dun factor de creixement al seu recep-
tor especific sobre la membrana cekular; b) activacio transito-
ra del receptor del factor de creixement; ¢} activacio subse-
gient de diverses proteines transductores de senyals en la
capa interna de la membrana cellular; d) transmissio dels es-
mentats senyals, per mita de segons missatgers, des del Cito-
sol al nuch, i e} activacid de factors reguladors nudears que
inicien 1a transcripcio del DNA i, finalment, Ia divisio cellular.

Factors de creixement

La sobreexpressié de factors de Crelxement proporciona un
important mecanisme en 1a progressid wimoral itavla llly, les
céllyles s'autoestimulen en ¢l seu Creixement per un meca-
nisme autocri, fet per al gual es requereix que expressin el re-
ceptor del factor de creixement corresponent.

TAULA I
Grups d'oncogens

= Mutacions puntiformes

= Translacacions cromosomigues
« Amplificand i sobreexpressio
» MSETCIG VINICE

« Gens per a facors de Creixement o 2is SeUs FeCepions

- Gens per a factors citoplasmatics del sistema de transduccio de senyals
+ Gens per a faciors de ranscnpoid intranuclears

« Gens per a aitres tipus de motecules

l
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TAULA 1N
Gens per a factors de creixement ifo els seus receptors

siy Factor de creixement. Cadena beta POGP. Sobreexpressid en glio-
MES 1 HSERO0SArCOMEs

iGh-olfa  Factor de cremement. Sobreexpressid en carcinorna hepatic i altres
carcinomes

or-81 Receptor de IEGH. Sobreexpressid en carcinoma epidenmaoide.
mimg, laringe, ghiomes, et

er82  Receptor del factor de Creixement. Amplifcat en cancers de marma,
ovari, glandules sahvals

frms Receptor de C5F1. Leucérmies rmueltides

RET Receptor del factor de Creixement. Sobregxpressio en & carcinoma
papil lar v medul lar de tiroides. Sindrome MEN2 hereditari

Aquest és el cas del prolooncogeén sis que codifica 1a cadena
beta del PDGF. t'oncogen v-sis €5 el gen transformant del re-

LFOVIrUS simien SGrcoma virus. ASIrocCitomes i 0Siessarcomes

humans produeixen PDGF. A més, aquests mateixos [umors
expressen receptors de PDGF, fet pel qual estan sotmesos a
autoestimulacic autocring. Experimentalment sha vist que
nomeés les céllules que posseecixen receptors de PDGF poden
ser transformades en neoplasiques pel simien sarcoma virus.

Fl TGF-alfe o transforming growth factor aifa esta relacionat
amb el factor de creixement epidérmic (EGP). £) TGF-alfa es de-
tecta freqlentment en diversos Tipus de carcinomes que ex-
pressen alis nivells del receptor d'TGF, entre els guals es troba
Imepatocarcinoma. En tumors gastrointestinals, de mama |
melanomes s'activen oncogens que codifiquen homdlegs de
factors de creixement dels fibroblasts com sén el hst-1 i ling-2,

Receptors de factors de creixement

Fls receptors de factors de creixement son proteines trans-
membrang, amb un domini extern que suneix al lligand 1 un
domini citoplasmatic amb activitat tirosina cinasa. En les for-
mes normals (activitat cinasa sactiva transitdnament per
uniic al lligand. En les formes oncogeniques aquests receprors
sactiven de mancra persistent en el domini Citoplasmatic,
sense necessitat que intervingui el seu lligand corresponent,
que €s el factor de creixement (taula ). Els receptors mu-
tants envien continuament senyals mitogenics a la céliula
per mitia de la fosforilacio permanent de la tirosing en els
substrats que formen cascada mitdtica.

L'oncog n transformant del virus de leritroblastosi aviaria (v-
erb B} codifica una proteing que es corespon amby un receptor
mutant de I'EGF (epidemial growth factor). Per 1ot aix0, tors els
Protooncogens daguest grup es Coneixen com a erb-B.

Molt meés freqiients que les formes mutades d'aquests proto-
ohcogens son les formes normals amb expressio excessiva o
sobreexpressid. La forma normal derb-Bi, el gen receptor
d'FGF esta sobrexpressada en ¢l 80% dels carcinomes epider-
moides de pulmda 1, menys frequentment, en carcinomes es-
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TAULA [V _
Gens per a factors de transduccic de senyals citoplasmatics

Keras Activitat GTP-a5a. MULaCio puntiforme en carcinomes de pLimo,
cilon, pancreas, leucémies :

N-ras Mutacid punuforme en neuroblastomes | imfoma de Burkit
H-ras MutaCid punuforme en cancer bufeta urnaria

Ber-abl  ACTwvITat trsing Cinasa no receptora, Cromasoma Fuade fig.
Transtocacd 9-22 en LME i LLA del adult

€amosoes de laringe. Tambe es troba sobreexpressada en ¢ar-
cinomes de bufeta de 'orina, de tub digestiy i d'astrocitames.
El gen erb-B2, segon membre de la familia del receptor EGF
esta amplificat en carcinomes humans de mama, ovari, pul-
Mg, estomac i glandules salivals. €l ligand d'aquest gen, 'he-
reguling, €s produit en els mateixos teixits que expressen ¢ls
receptors.

El v-fms o gen transformant del virus del sarcoma feli té la
seva contrapartida humana en el ¢-fms, gue cedifica una ver-
sio mutada del receptor del CSF-1 o colony stimuiating factor.
En les leucémies mieloides shan detectat mutacions puntifor-
mes d'aguest protooncogen.

El protooncogén RET codifica per a un receptor de creixe-
ment. Mutacions d'aguest gen acompanyen la forma fami-
liar de carcinoma medullar de tircides i el sindrome MEN 2a.
Aguest s un dels rars exemples en qué mutacions domi-
nants d'un protooncogen en la seva linia germinal son tole-
rades durant ¢! desenvolupament huma. A més, una reor-
denacio del domini tirosing cinasa del protooncogen RET, en
el cramosoma 10, com un gen encara no caracteritzat perd
denominat PTC ¢rea la seqiéncia hitrida RET/PTC que sha
observat en ia forma esporadica de carcinoma papillar de
tiroides.

Factors de transduccid de senyals citoplasmatics

Es coneixen diversos exemples d'oncoproteines que imiten la
funcid del sistema citoplasmatic pormal de transduccié de
senyals des de el recepior de |3 superficie cellular fins & les
proteings nuclears que controlen l'expressié de gens. £s poden
agrupar €n dues categories principals; ) proteines dunic GTP, i
b) tirosines cinases no associades a receptores (taula Iv),

Proteines d'unié a GTP. Aqui es troben els gens de la familia
RAS. Aprowmadament el 30% de tots els tumors humans
contenen versions mutades de proteines rgs. En carcinomes
de colon, pancrees i tiroides la incidéncia de mutacions ras és
fins i tot molt superior,

Les proteines ras estan adherides a la superficie interna de 13
membrana cellular. Transmeten els seus senyals a cfectors
subseglients Unicament quan estan unides a GTP. tls gens ras
sofreixen mutacions puntiformes que alteren la seva activitat




GFP-asa ntrinseca; no es produeix la degradacio a GDP |, da-
questa manera, es mante 1a proieina en estadi de senyalitza-
i activa continua. Les mutacions codiftquen per a substitu
cions daminoacids en els codons 12, 13 1 61. £l ras actival
interacciona amb Rof-1. També esta implicat un substrat d'a-
quest Oltim factor, la MAPK (mitogen activated protein kinase).

Tirosines cingses no associades a receptors. Inclouen entre al-
tres el gen abi i el sr¢En la leucémia mieloide cronica i en ak
gunes leucémies limfoblasuiques agudes lactivitat Tirosing
cinasa del protooncogen abl en el cromosoma 9 es troba
descontrolada per la translocacio (9, 22}, per mitja de 1a qual
es fusiona amb part del gen bar (break-point cluster region),
el gen hibrid adquireix una activitat tirosing (nasa mes po-
tent. Encara que els mecanismes bioguimics pels quals la qui-
mera ber-aht causa progressié neoplasica no estan encara
clars, sembla ser que les prapietats del producte de 13 nova
fusié génica difercixen de les dels gens originals.

La proteing produida per v-scr, que €5 coneix com a ppéelr=e,
va ser la primera tirosina cinasa retrovirica detectada, £s una
proteina intracellular de membrana N associada a recepiors
que produeix fosforilacio de 1a vinculing, la qual forma part de
l'esquelet cortical submembrands de la cellula. La vinculing
fosforilada deixa d'exercir }a seva accio |, amb aixd, es poten-
cia la pérdua de 1a cohesid intracellular propia de la neoplasia.
Tot i aixi, aixd no és suficient per a ackarir compietament el fo-
nomen de transformacio neoplasica.

A diferéncia de les cinases associades a receptors, les que no
ho estan no son capaces de produir transformacio neeplasica
nOMEs per la sobreexpressid | necessiten mutacions géniques
addicionals. F) cas del v-scr €5 una excepdio, encara que €els
seus Mecanismes estan encara en part per dilucidar.

Proteines reguladores nuclears

tes diferents vies de transduccid de senyals convergeixen en
¢l nuch i activen tota una gran série de gens que controlen (a-
vang ordenat de [a ¢céllula a traves del cicle ceHular. Aquest
procés és regulat per una série de proteines nuclears que ac-
tuen controlant la transcripcié de gens relacionats amb el
creixement. Entre les proteines esmentades es troben els
producies dels oncogens myc, myb, fos i jun. El prototipus
d'aquesta ciasse és el gen muyc, la proteina del gual suneix
caracreristicament ai DNA {taula V). L3 proteina c-muyc forma
dimers amb la proteina Max. Aquests dimers se suposa que
s0n els que suneixen al DNA | actuen com a activadors de Iy
transcripci@. kn el limfoma de Burkitt la translocacio (8, 14)
colloca ef protooncogen ¢-muyc, situat normaiment en 1a por-
cio distal del bra¢ llarg del cromosoma 8, en el veinat del lo-
cus IgH localitzat en la porcid distal del brag llarg del Cromose-
ma 14, fet que causa una sobreexpressicd | manca de regulacic
de loncoproteina ¢-myc. :

Aneomo Cardesa — Oncogens - antionoepens

TAULA V
Gens per a factors de transcripcio nuclears

C-rye  Translocst er e limfoma de Barkie (76, 443

N-myc  amphficat en el neuroblastoma

L-mye  Armplificat en el carcinorna microciiie pubmonar |

L'amplificacio de N-myc es correlaciona amb un pitor pronos-
tic en els neuroblasts. Laltre gen de la mateixa familia, el -
muc, esta amplificat en ¢l carainoma pulmonar de cellules pe-
tires.

Altres tipus de molécules

Hi ha diverses classes d'oncogens que no encaixen carament
en el model del sisterma de transduccio de senyals (taula VI
Un dells compren les proteines que regulen lapoptosi. Bl-2
forma dimers amb la proteina Bax i sembla ser que inhibeix
la capacitat dels homodimers Bax de causar mort cel-lular. En
els limfomes centrefoliculars la translocacio {14, 18) posa en
contacte el locus IgH localitzat en el cromosoma 14, amb el
gen Bck2 situat en el brag llarg del cromosoma 18, D'aquesta
manera, el locus actiu de la immunoglobuling pesada causa
sobreexpressio de Bcl-2, que evita la mort programada dels
limfacits centrefolicuiars | permet que es produexin en ells al-
tres mutacions que condueixen a 1a seva transformadio ne-
oplasica.

£l gen Beirt (PRAD-1) codifica per a la cicling D1, 13 qual, per
mitia del complex cdkiciclina D1, intervé en ¢l cicle celular
controlant la transicio de Gi a fase S. £n els limfomes de
celules del mantell es troba la translocacio (11, 14). Per
aquest mecanisme, el gen ciclina D1 localitzat en el cromoso-
ma 11 queda en juxtaposicié amb el locus de transcripcio acti-
va del gen IgH en el cromosoma 14, Draltra banca, €l gen cicli
na D1 es troba amplificat | sobrexpressat en estadis avangars
de carcinoma de laringe i en carcinomes de mara.

Un vitim apartat dins d'aquest grup son els oncogens gue s'u-
neiken i inhibeixen la funcid dels gens supressors ¢ antiongo-
gens. £s a dir, son supressors de tumors. £l MDM2 esta am-

TAULA VI
Gens per a altres tipus de melécules

Brl-2 Cadifica la protema inhibigora de I3poptos EXpressio excessiva
en el imioma centre folicular T 14, 18}

Bk Codifica per a la ciclina D1. Arnplificada i sobreexpressada
{PRADI1} en el cancer de mama, lannge | limfoma det mantell (e 14, 14}

MDM2  Antagomista p53. Amphincat en sarcomes
HPY-F&  Inactiva ps3. Cancer de cérvix uteri

" HPV-E7  Inactiva prb. Cancer de cervm uteri
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TAULA VII
Mecanismes d'inactivacic d'antioncogens

» Mutacions puntiformes
= Delecions cromosdmigues

= ALT3pament per proteines vinigues

TAULA, VI
Grups dantioncogens

= Gens de proteines inhibidores en superficie cel-iukar

« Gens de proteines inhitidores &n cicopiasma

+ Geng de proteines inhibidores en nuch

= GENS per ala reparacid del DNA

+ Gens de proreines inhibidores localitzatid no coneguda

» Gens de intibidors de meLastasis: antimetastogens

TAULA IX
Gens pes a proteines inhibidores localitzades en 1a superficie cel lular

NCC  delevonat en cancer de color. Localitzat en 18 . Molécula d'adhesio
cel lular. Froteina de fa superfamilia de les immunoglobuines.
Causa de fallada on 13 inhibicio per contacte. Alterat en ef B0 %
de carcinomes de colon.

plificat en alguns sarcomes i €s capac de bloquejar
funcionalment e! domini transcripcional de P53 i unir-sthi. Di-
Versos virus DNA oncogeénics en animais, com el polioma, I'a-
denovirus 12 i el SV40 produeixen proteines transformants
que ingctiven P53 1 la proteina Rb. Fn humans aquest feno-
men esdevé amb els virus oncogeénics del papilloma huma
HPV 16 1 18 refacionats amb cancer de coli duter. La proteina
dHPV-E6 inactiva la proteina saivatge P53 i la de HPV-E7 inac-
tva la proteina Rb.

GENS SUPRESSORS O ANTIONCOGENS

£l primer tipus de gens que es van associar amb el desenvo-
lupament de cancer van ser efs oncogens. Tot i aixi, aviat es
va veure gue nomeés es relacionaven amb aproximadament
en ¢l 20-30% dels cancers humans.

e manera diferent als ancagens, que son dominants i que
quan son activats estan implicats en tumorigénesi, els gens
Supressors de tumors 0 antioncogens participen en ta regula-
<io de la proliferacio ceMular a fa qual inhibeix quan cal, fet pel
qual s'oposen g 1a transformacié neoplasica. Mutacions en els
antioncogens tenen com a resultat la inactivacio de la seva
funcic supressora i, per tant, laparicié de cancer (taula Vi,

Els antioncogens permeten explicar 'aparicié tant esporadica
com familiar de tota una série de tmors humans. Aixd esta
en relacic amb fa teona de l'oncogenesi en "dos impacies”
proposada per Knudson. Aquest investigador va suggerir que,
en els tumors hereditaris, del progenitor afectat shereta una
aiteracio genética, “primer impacte”, en un dels dos allels, la
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TAULA X ‘
Gens supressers: proteines en citoplasma

Gen  Lromosoma

APC 5p Poliposi adenormatoss de colon familiar, La proteina
s'adhergix al Oroesauelet

NF1 17q Newralibromatcsi Bpus 1 tneurofibrarmina)

MF2 22q Schwannormes SNC | menringiomes {(NF2)
{schwannormina) AcCid semblant a APC

VHL in Malaltia de von Hippel indau. Carginames renals, Ac
it semblant a newrsfibrorming

DPCe 187 Cancer de pancreas

qual esta present en totes les céllules sematigues del cos. La
segona mutacio, "segon impacte”, es produeix en una de to-
tes aquelles céllules que ja sén portadores de la primera mu-
tacio. En els casos esporadics, les dues mutacions “impacte”
es donen a latzar en un unica célua somarica, la progénie
de la qual forma el tumor.

Les hipdtesis de Knudson ha estat ampliament demostrada
per estudis citogenetics 1 moleculars i sha investigat de ma-
nera molt precisa en el retinobastoma huma. Les mutacions
requerides per a produir retinoblastoma afecten e! gen Rb fo-
calitzat en el cromosoma 13q14. En alguns casos 1a lesio
genetica és suficientment gran com per a ser visible en la
forma d'una delecié 13q14. Els dos allels normals del locus Rb
han d'estar inactivats {'dos impactes") perque es desenvolupi
un retinoblastoma. En els casos familiars, els nens neixen
amb una copia normal i una altra de defectuosa det gen Rb.
Posteriorment perden la copia intacta per alguna forma de
mutacio somatica (taula V). En els casos esporadics, els dos
allels normals es perden per mutacio somatica en un dels re-
tnoblasts. Un nen portador en totes les céllules somatiques
dun allet mutant Rb és perfeciament normal, amb excepcio
de laugment de risc de desenvolupar cancer. Aixd implica
que el caracter d'heterozigot en el locus Rb no afecta 1a con-
ducta cellular, El retinoblastoma es desenvolupa quan 13
celiula es converteix en homozigota per a l'aklel mutant. A
causa que el gen del retinoblastoma s'associa amb cancer
quan es perden les dues copies normals se'l designa com a
gen recessiy del cancer. Eis pacients amb retinoblastoma fa-
miliar tenen tambeé un rfise incrementat de patir osteosarco-
ma i altres sarcomes de parts toves. Tambeé sha observat
inactivacio del locus Rb en alires tumors, entre elis el carci-
noma de mama, el carcinoma microcritic pulmonar i el carci-
noma de bufeta urinaria.

El gen del retineblastoma €s e model per a entendre el me-
canisme d'accio de la gran majoria dels gens supressors de
cancer ¢ antioncogens (tauies Vill-XIll. Excepcions a aquest
maodel son, entre altres, el gen pa3, el gen APC i el NF1.

El tipus salvatge normal del gen ps3 produeix una fosfoprote-
na que reguia la replicacié de DNA, la proliferacié cellular i 12
mort cellular o apoptasi. 1.a seva furncié €s actuar com un “po-




TAULA X]
Gens supressors: proteines en el nucli
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TAULA XII
Gens de reparacié del DNA

Gen  {romosama

R8 13g Froteina Rb (gran fre del cicle cel lular).
Retinoblastorma, 05teosarcoma. cancer de mama,
prostata. buketa | pulmo

P53 1o Majoria de cancers humans, 5. Li-fraumeni. Froteing
PS4 ipuardia del cicle cel lular)

MTS1 Sp Preserva rh no fosforilat. Proteina plé. Maluples
tumors. Melanomes farmhars.

WTi 119 Repressid de la transcripad. Neftoblastoma.

licia molecular” o "guardia del genoma” 1 impedir 13 propaga-
¢i6 de ies celtules danyades genéticament. £l gen ps3, 38 més,
de funcionar com un gen supressor de cancer, pot funcionar
també com un ONCogen i com a tal es va considerar els pri-
mers anys després del seu descobriment. Certes formes de
P53 poden transformar céllules in vitro com fan diversos on-
cogens. Sembla ser gue certes mutants de p53 no NoMeEs per-
den la seva funcid normal, sind que també guanyen 1a capact-
tat dunir-se a la proteina ps3 salvatge ) 12 inactiven. Per tant,
una ¢ellula amb un allel mutant | un de normal es comporta
com i no tingués ps3 funcional en absolut. Les mutacions
d'aquest tipus es denominen dominants negacves, a Causa
que 'allel pnutant actua de forma dominant per & inutilitzar o
anullar Fallel normal.

tl gen APC també pot comportar-s¢ com a dominant negatiu.
Mutacions en la linia germinal d'un dels dos allels del gen APC
s0n causa de l'adenomatosi polipoide de colon i la sindrorne
de Gardner. Una proporcid daguests adenomes esdeve malig-
na posteriorment. Aixo suggereix la hipdtesi que una mutacio
heretada del gen APC és suficient per a produir adenomes be-
nignes i que 1a inactivacio d'un segon aklel seria requisit per a
la transformacio maligna. Per aixo, el gen APC no podria se re-
cessiu a nivell cellular. A mes, [3 maona dels carcinomes de
¢hlon i recte familiars | dels adenomes polipoides benignes
contenen un gen APC mutat. Tot i aixi, només el 30% dels
adenomes i carcinomes de ¢olon i recte son homezigots per
al gen APC, fel que sembla ingicar que 1a inactivacio dels dos
allels probatlement no 8s essencial per a 13 génesi dels w-
Mors esmentats.

£l gen NFY de la neurchbromatosi tipus 1 0 malaltia de von
Recklinghausen es comporta de manera molt semblant al
gen APC. Les persones gue hereten un allel mutant desenvo-
luparan nombrosas ncurofibromes  benignes, alguns  dels
quals rarcs vegades poden progressar a neurofibrosarcomes.
£n el cancer de colon | recte no polipoide hereditari, conegut
com a HNPCC o sindrome de Lynch, es troben mutacions en la
linia germinal dels gens MSH2 | MLB1 que codifiguen per a en-
Zimns de reparacic del desaparellament de bases del DNA. Els
gens XP (A-G) reparen alteracions en els dimers de pirimidina i
la seva heréncia anomala o5 associada al xeroma pigmentar.

MSH2 Repara el desaparellament de bases  HNPCC
MLHT Repars el desaparefiament de bases  HNPCC
XP{a-G:  Repara dimers de pirmiding Xeroderma pigmentos

TAULA XIII
Gens supressors: proteina localitzada ne coneguda

Gen  {romosoma

BRCA 1 179 Cancer de mama 1 ovan hereditari
BRCA-2 13q Cancer de marna
HPC 1 ] cancer de prostata

Els gens supressars BRCA-1 | BCR-2 es relacionen amb cancer
de mama. El gen supressor HPC-1 s'ha relacionat recentment
amb el cancer de prostata hereditari.

El gen supressor de metastasi 0 “antimetastogen” NM23 sox-
pressa amb menor intensitat en cancers amb metastasts ex-
tenses que aquells casos de cancer sense Metastasl ¢ pocs
ganghs metastatics. £l terme NM ve de "'no metasticzant”.
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ONCOGENS 1 ANTIONCOGENS

El terme oncogen designa els gens responsables de regular
¢l desenvolupament normal en els organismes
multicelfulars. Els protooncogens son gens celulars
normals que estirulen el creixement, el desenvolupament,
i la diferenciacié cellulars; quan s'activen, es converteixen
en oncogens, que donaran lloc a la cellula transformada o
neoplastica. Els oncogens cadifiquen proteines,
denominades oncoproteines, que son similars als productes
normals dels protooncogens, amb l'excepcio del fet que no
tenen importants elements reguladors i que la produccio
que les céllules transformades en fan no depén de factors
de creixement o daltres senyals extemns. Els oncogens
poden agrupar-se segons el paper que desenvolupen al
llarg de la cascada de transmissic de senyals cellulars: 1)
gens per a factors de creixement ifo els seus receptors; 2)
gens per a factors citoplasmatics del sistema de transduccio
de senyals; 3) gens per a factors de transcripcio
intranuclears, i 4/ gens per a altres tipus de moléecules, Tot i
aixi, aviat es va veure que els oncogens nomes es
relacionen amb el 20-30% dels cancers humans. Els gens
supressors de tumors o antioncogens inhibeixen la
proliferacid cellular quan s'activen i s'oposen aixi a tal
proliferacié neoplastica; mutacions en els antioncogens
donen com a resultat [a inactivacid de la seva funcio
supressora i I'aparicio del cancer.
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ONCOGENES Y ANTIONCOGENES

El término oncogén designa a los genes responsables

de regular el desarrollo normal en los organismos
multicelulares. Los protooncogenes son genes celulares
normales que estimulan el crecimiento, desarrollo v
diferenciacion celulares; cuando se activan, se convierten en
oncogenes, que daran lugar a [a célula transformada o
neoplasica, Los oncogenes codifican proteinas, denominadas
oncoproteinas, que son similares a los productos normales
de los protooncogenes, con [a excepcion de que carecen de
importantes elementos reguladores y que su produccion por
las células transformadas no depende de factores de
crecimiento u otras sefales externas. Los cncogenes pueden
agruparse segan el papel que desempenan a lo largo de la
cascada de transmision de seftales celulares: 1) genes para
factores de crecimiento y/o sus receptores; 2) genes para
factores citoplasmaticos del sistema de transduccion de
senales; 3) genes para factores de transcripcién
intranucleares, y 4} genes para otros tipos de moléculas. Sin
embargo, pronto se vio que los oncogenes s6lo se relacionar
con ¢l 20 al 30% de los cannceres humanos. Los genes
supresores de tumeres ¢ antioncogenes inhiben [a
proliferacion celular cuando se activan y se oponen asi a la
praliferacion necplasica; mutaciones en los antioncogenes
dan como resultado 1a inactivacion de su funcién supresora y
la aparicion del cancer.

ONCOGENES AND ANTI-ONCOGENES

The term encogene is used for genes responsible for
regulating nermal development in multicellular organisms.
Proto-oncogenes are normal genes that stimulate cell
growth, development and differentiation. When activated,
they become the oncogenes that wili give rise to a
transformed or neoplastic cell. Oncogenes codify proteins
called oncoproteins, which are similar to the normal
products of proto-gncogenes but that lack key regulatory
elements and whose production by transfaermed cells does
not depend on growth facters or other external signals.
Oncogenes can be grouped according to the role they play
in the cascade of transmission of cell signals: 1) genes for
growth factors and/or their receptors; 2) genes for
cytoplasmatic factors in the signal transduction system; 3)
genes for intranuclear transcription factors, and 4) genes
for other types of molecules. It became apparent to
researchers early on, however, that oncogenes are
involved in orly 20 to 30% of human cancers, Tumor
SUppressor genes or anti-oncogenes inhibit cell
proliferation when they are activated and in this way
fight neaplastic proliferation. Mutations in anti-oncogenes
lead to the inactivation of their function as suppressors
and to the appearance of cancer.




MECANISMES MOLECULARS
EN EL CANCER DE COLON

Elias Campo”

INTRODUCCIO

tl carcinoma de colon i recle és una de les neoplasies mes co-
munes a Espanya, tant per a seva prevalenca global com per
la seva freqléncia com a causa de mort. Aquesta freqléndia
s'esta incrementant progressivament en els uliims anys, de
forma similar al que succeeix en altres paisos ocuidentels. De
fet, es considera que el 509 de la poblacid dels paisos desen-
volupats patira un tumor de colon i recte, ja sigui adenoma o
carcinoma, abans darribar als 70 anys dedat".

La progressio del cancer de colon i recte es un fenomen ben
conegut des del punt de vista de l'anatomia patologica, amb
unes etapes ten definides. Les primeres lesions reconegudes
son els denominats polips hiperplasics, sobre els quals es de-
senvolupa una progressiva alteracio de la diferenciacio cellular
que dona lloc a ladenoma. Els adenomes creixen | ad-
quireixen una progressiva displasia que, generalment, es
refaciona amb la mesura del tumor. A vegades aquests canvis
displasics 0 adenomes no fan protusié sobre |3 superficie i es
denominen adenomes plans, En etapes posteniors, aquestes
lesions displasiques es transformen en un carcinoma que, des-
prés de romandre localitzat en la lamina Dropla, Progressa |
s'infiltra ¢n les capes de 1 paret intestinal, i assoleix les vies de
disserninacid, fonamentalment limfatiques | venoses, per les
qual es desenvolupara metastasi a distancia en el fetge (75%),
els pulmons {15%), 1'0s (528} i el cervell (5%), fonamentalment?,
tn els altims anys shan prodult importants avangos en el co-
ngixement dels mecanismes moleculars associats a la pro-
gressio morfologica d'aguests tumors. Les claus per a la iden-
uficacio dels gens implicats en aquest procés han sorgit de
lranalisi dels dos tipus fonamentals de cancer de ¢lon 1 recte
heredofarmbars: 1a pohiposi ¢olica farmibar (PCF) )1 la sindrome
de cancer de ¢Olon | recte hereditar no associat a poliposi ¢
sindrome de Lynch. Les alteracions moleculars de la poliposi
adenomatosa aparcixen tambeé en el §59% dels carcinomes es-
poradics. D'altra banda, 1es alteracions moleculars que es do-
nen en els pacients amb sindrome de Lynch succeeixen en el
15% de carcinomes esporadics.

La via molecular més frequent esta caracteritzada per una
mutaciéh inicial en el gen APC (Adenomatosi Poliposi col) se-
puida de l'activacio dun oncogen deminant, ¢-K-ras, i la inacu-
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vacio d'altres antioncdgens entre ¢ls quais destaquen el DCC
el ph3*. En aquesta via sembla ser molt important tant el
nombre total dalteracions oncogeniques com la seqléncia en
l'ordre d'aparicic. Aixi, per exemple, pacients amb mutacions
en linia germinal de p53 rara vegada desenvolupen Carcing-
mes de ¢Hlon i recie mentre que aguest gen esta Mutat en
més del 70% d'aquests tumors, fet que suggereix que cls seu
efecte oncogenic sebre la mucosa de ¢hlon 1 recle unicament
es donara si préviament shan produit aiteracions en alires
gens’.

Més recentment sha identifical un NoU mecanisme genétic
impiicat en la progressio del cancer de colon 1 recte: ka inesta-
bilitat genética. En aguests €asos, les céllules cumorals conte-
nen una infinitat de mutacions en regions microsateHics del
DNA. Aguesta via de progressio esta implicada en les sindro-
mes hereditaries de carcinoma de ¢olon i recte no associat a
poliposi®. També es produeix entre f 91 el 20% de carcinomes
esporadics®.

La poliposi colica familiar com a model molecular
de progressid: mutacions en oncogens (c-K-ras)
i antioncogens (apcidec/p53)

La identificacid det gen APC com a gen responsable de la PCF i
la caractentzacia de les diferents mutacions que es donen en
els pacients que n'estan afectals han permes de comprendre
diversos aspectes d'aguesta malaltia. L'alteracio del gen APC
en el cancer de colon i recte és clau | sembla constituir la pri-
mera alteracic necessaria, AQuest gen actuaria com a gen
puardia del procés neoplasic (gatckeeoper gene). Sense | alte-
racio del gen APC, les mutacions d'altres gens o antioncogens
portarien a 'a céHula a situacions dhiperplasia o d'apoptosi
perd sense nsc per a desenvolupar una neoplasia®.

Els pacients amb PCF presenten mutacions del gen APC en la
linia germinal perd també es {roben mMuLacions somatiques
en carcinomes de colon i recte esporadics. £n els umaors de
senvolupatls en aquests pacients hi ha inactivacié dels dos
allels. Les mutacions descrites fins al moment son diverses
perd totes elles porten a una absénca en la procuccid de pro-
teing normal, amb la praduccid de proteines truncades ta de-
tecCio de les quals pot utiliizar-se com a metode diagnostic
primerenc de la malaltiz®. Els diferents tipus de mutacions
shan relacionat amb les diferents formes de presentacio clini-
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¢a d'aquesta malaitiz com la sindrome de Gardner o 13 polipo-
si familiar atenuada.

Ets possibles mecanismes daccid d'aquestes proteines ang-
males 1 com influeixen en el diferent fenotip dels pacients son
aspectes no aclanits. Algunes observacions suggereixen que
ia proteing APC podria tractar-se d'una proteina de citoesque-
let amb capacital dinteraccionar amb 1a betacatenina. Sem-
bla que totes les mutacions de la proteing APC alieren aques-
ta interaccid. L.a connexid amb betacatenina pot influir en la
transformacio neoplasica per miga de la interferéncia an els
mecanisimes dadhesio cellular via cadherines | tambe alte-
rant l'cquilibn entre proliferacic ceHular i apoptosi, ja que la
hetacatoning esta implicada en els dos processos?,

L'oncogen mes freqilentment mutat en ¢arcinomes de colon
i recte és el K-ras. Les alteracions d'aguest gen es traben en
el 50% dels carcinomes i també en un nombre similar d'ade-
nomes ami una mesura superior a 1 ¢m. Tot 1 aixi, nomes el
10% dadenomes petits ide menys d'1 ¢m) presenten muta-
cions de K-ras. Aguestes observacions suggereixen que les
mutacions daquest oncogen no s6n els fenamens inicials en
el desenvolupament dels tumors perd que afavoreixen la
progressi¢ dels adenomes?. Les muiacions de ras estan pre-
SENES tant Cn tUMOrS eSporadics com en els mors Sorgits
en el context de la PCF, el que indica que els dos tipus de car-
Qnomes comparteixen vies moleculars de progressio 10-12.
La majoria de mutacions de ras succeeixen en el codd 12
(70%) ) una proporcio inferior en el 13 (18%). Algunes muta-
clons particulars det codé 12 semblen tenir relacié amb la
conducta biologica dels carcinomes. La mutacio Asp en el
codo 12 sembla conferir un poder transformant superior in
vitro | podria assoviar-se a una capacitat de metastasi supe-
rior in vivo™,

les defecions alletiques de 12 regié 18q sobserven en mes
del 70% dels carcinomes i en prop d'un 50% d'adenomes™.
L'estudi d'aquesta zona cromosomica ha arribat a 1a identifi-
Cacio de diversos gens potencialment implicats entre els
quals destaguen els gens DCC, DPC4 | MADR2'™M15. s pér-
dugs alleliques del gen DCC s'associen amb una disminucio de
la seva cxpressig. l.a funcio encara no €s ben bé coneguda
perd podria estar relacionada amb mecanismes dadhesio
cellular implicats en processos de migracid | diferenciacio. Les
perdues aléliques de fa regid 18g i la perdua d'expressio de la
prateina NCC es relacionen amb una conducta meés agressiva
dels carcinomes en estadi 'Y,

I3 pérdua allelica de la regio 17pi3 és una dels fendmens
genetics mes frequents en el carcinoma de colon i recte. Suc-
ceeix ¢n €l 70-80% dels ¢asos perd nomes en el 10-30% dels
adenomes, el que suggereix que aquesta alteracié pat estar
relacionada amb el pas d'adenoma a carcinoma® La regio
CromosOmIca que ha patir la delecio conté el gen ps3 i en els
carcinomes es detecten mutacions puntuals en lallel res-
ant'™?, La vida mitjana de a proteina ps3 és molt curta pero
ia proteina mutada s'estabilitza i té una vida mitjana mes llar-
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ga. Encara existeixen excepcions importants, la majoria de
mutacions porten a la sobreexpressio de 1a proteina, que es
fa ani detectable en els teixits per mitja de técniques immu-
nohistoquimigues. L'expressic de p53 en la mucoses del colon
normnal €s sempre negativa. La seva sobreexpressio §'assodia
amb laparicio de displasia dalt grawcarcinoma in situ en els
adenomes; aixd indica que les alteracions de p53 juguen
un paper important en la transformacid maligna  dels
adenomes®'. No esta clar, tot i aixi, si la inactivacio de ps3 pot
tambée conferir un pitior pronastic als carcinomes de ¢olon |
recte. Les dades son molt contradictories, a causa de la utilit-
zacié de diverses metodologies i valoracions?® Tot i aixi,
sembla poc probable que una alteracio genética que s troba
€n un nomore tan elevat de tumors | en una fase tan inicial
dels carcinomes pugul jugar un paper mok important deter-
minant en la major agressivitat dels mateixos.

Cancer de colon i recte hereditari no associat a poliposi:
el maodel de [a inestabilitat genética en microsatéllits

L'estudi de les sindromes de Lynch ¢ cancer hereditari no as-
sociat a la poliposi ha permeés didentificar la preséncia dalte-
facions en restabilitat genética com a una via alternativa de
progressio tumoral en el cancer de ¢olon i recte, que també
pol estar implicada en dalires tumors. Els carcinomes en
aquests pacients aixi com en el 15% dels carcinomes espo-
radics es caracteritzen per tenir multiples mutacions en los
regions dencminades microsateMits | que es caractenitzen
per guany o pérdua de sequéndies repetides. Aquestes altera-
dons indiquen lexisténcia derrors en la replicacic del
DNABEE. Curiosament, aquests tumors tenen una significati-
va menor freqlencia de mutacions de ps3 i ¢-K-ras, es focalit-
zen en el colon proximal, freqilentment sén de tipus mucings
0 poc diferenciats, tenen un contingut de DNA normal (diploi-
de), es presenten com 3 tumors localitzats sense meLastas i
els pacients tenen una supervivéncia supenor que cls afec-
tats de carcmomes classics™. La preséncia daquesta inesta-
bilitat genética es detecta en fases inicials dels adenomes i
sincrementa amb la progressié neoplasica cap al carcinoma®
Aquestes aiteracions semblen causades per mutacions en
gens responsables de 1a reparacié d'anomalies en laparella-
ment de nucledtids de 1a molécula de DNA. AQuests gens son
hMSHZ, hMLHT, hPMS1 | hPMS2 (ocalitzats en els cromoso-
es 2p22, 3p2i, 2q31 1 7 p22, respectivament® ¥ Si aquests
gens no funcionen, les alteracions en el DNA s'acumulen pro-
gressivarment 1 produeixen una inestabilitat genética crei-
xent,

En els pacients afectats de sindromes de Lynch, sindrome de
Torre-Muir i en alguns ¢asos de sindrome de Turcot es detec-
ten mutacions puntuals d'aquests gens ¢n linia germinal en
més del 90% dels casos. Els tumnors d'aquests pacients pre-
senten pérdues en I'heterozigosi en I'aklel restant | daquesta




formia, sinactiven les dues copics del gen 38. El 15% de cara-
nomes esporadics tenen tambe mutadions somatiques en al-
puns ¢'aquests gens, perd no existeix mutacié en linia germi-
nal. Tot 1 aixi, una alt perceniatge de pacients joves (de
menys de 35 anys) amb carcinomes de ¢olon aparentment
esparadics que presenten alteracions en els microsatéliits
56N, en realitat, portadors de mutacions en linia germinal en
alguns d'aquests gens®.

Els errors ge replicacid que es donen en aquests ¢asos s'acu-
mulen en les regions de microsatebits. La majoria d'aguestes
sequencics no codifiquen per a proteines i el possible signifi-
cat de les seves alteracions és desconegut. Tot 1 aixi, recent-
ment s'ha identificat 1a inactivacio del tipus Il del recepior del
TGH-beta on el cancer de colon amb fenotip mutador a causa
de mutacions en sequéncies repetiges incloses en aquest
gen™. Curiosament, el gen MADR?Z localitzat en 18p21 que ha
sofert una delecid en el cancer de colon i recte codifica per a
una proteina que tambe es troba en (a via de transmissio de
senyals del TGF-beta, fet pei qual sembla que l'alteracid da-
questa via podria ser comuna en els dos tipus de progressio
rumoral del cancer de ¢blon | recte.

Mecanismes d'invasid tumoral en la progressio
de cancer de colon i recte

FI procés dinvasic | de metastasi tumoral és complex i reque-
reix factivacio i la inactivacio de diversos gens que controlen
la interaccid de les celdules tumorals entre si i amb elements
diversos de lorganisme que invadeixen, particularment amb
la matriu extracellular i les estructures vasculars. €n aquesta
Drogressio jJuguen un paper important diverses molécules
d'adhesid | proteases degradadores de matriu extracellular.
£n el proces dinvasio, les céHules tumorals han de perdre |a
capacitat adhesiva entre elles i al seu torn hian dunir-se 3 les
molécules de matriu extracelular que les envolien. Aquests
complexos mecanismes es manifesten per la pérdua d'ex-
pressid dalgunes molécules d'adhesio i la sobreexpressio dat
tres de diferents. L'activacio de diverses proteases permet la
degradacio enzimatica de la matriu extracetlular® obre vies
per les quals les cellules tumorals es disseminen. Fstucis re-
cents han caracieritzat algunes dagquestes molécules que
sermnblen intervenir ¢n el procés dinvasio | metastasi del can-
cer de colon i recte,

Molecules d'adhesio

Les interaccions intracellulars i entre les céilules 1 la matriu
extracelular es duen a terme per mitja de diverses molecules
d'adhesio de tipus integrina | no integrina® *\. Algunes da-
questes molecules ¢s madulen de forma mportant en el pro-
¢és de 1ransformacio neoplasica.

Hlias Campo - Mecanismes moleculars en el cancer de colon . -

Entre les proteines de tipus no integrina implicades ¢n la pro-
gressié tumoral destaca el receptor de laminina de é7kDa
{67 LR), una proieina de membrana amb aita afinitat per 1a
larminina®*. Encara que l'estructura i la funcionalitat d'aquesta
molecula no estan completament aclants, diverses estudis
han demostrat 13 sobreexpressio daquest gen an diferents
models tumorals, indos el cancer de colon i recte. En aquests
tumnors, 1a sobreexpressid de mRNA | proteina del 67LR es re-
laciona amb la pobra diferenciacié dels wmors i 1a progressié
tumoral, ja que és practicament negativa en la mucssa nor-
mal i sincrementi en els adenomes, els carcinomes i les
metastasis ganglionars®*.

Galectines &s el terme recentment proposal per 3 designar
una familia de proteines amb homologia estructural que reco-
neixen els grups betagalactdsids de diferents glucoconju-
gats® Aquestes molécules desenvelupen un paper en la re-
guiacio del creixement, ladhesid 1 13 migracio cellular, ¢n la
resposta immune | en 1a progressia neoplasica. Les galectines
113 tenen tambe capacitat d'unid a 12 laminina. La galectina
3 (31kd) sha implicat en el procés de disseminacio de la
metastasi en models experimentals®™ En el carcinoma de
colon | recte huma, |2 galecting 3 es troba disminuida respec
te de la mucosa normal i ¢s relaciona amb la progressio de la
Metastasi. A mes, existeix un canvi en la topogralia de 13 seva
localiczacié cellular, & que en la mucosa normal es localitza
preferentment en el nucli mentre que en els cargnomes s
trasllada al citoplasma®. La funcid d'aquesta moigcula no és
ben coneguda, perd la seva diferent topografia €1 1a mucosa
normal | neoplasica suggereix que pugui tenir funcions dite-
rents. De fer, a més de les seves propietats adhesives 3 ga-
lecting 3 sembla actuar com a un factor de transcripcio. La
galectina 1 es produeix fonamentalment en lestroma i la
seva expressio sincrementa progressivament en els adeno-
mes i carcinomes, el que suggereix una activacia de tes céllu-
les de l'estroma. L'expressio de les integrines en ¢l cancer és
complexa | depén del teixit i dels tipus tumorals. En el carcino-
ma de colon i recte, una reduccié @ pérdua de B, integrines
s'ha associat amb una pobra diferenciacic del carcinoma™ i
la disminucic en lexpressio de o,B, integrines, en estadis de
Dukes avancats®, Aquesta disminucio en lexpressio dintegri-
nes en el cancer de ¢olon i recte €s similar a 1a que es déna
en el cancer de mama® perd no en daltres tumors, com el
melanoma,

Altres molécules dadhesio implicades en la progressio del
cancer de colon i recte son el (D44, que interacciona amb 1'a-
cidd hialurdnic, la fibronectina i el collagen, i les cadherines, re-
lacionades amb la interaccid intraccHular. £n diferents models
wimorals humans i muring, sha demaostrat que vanants espe-
cifiques de (D44 produides per processament aliernatiu del
RNA (splicing) poden associar-se a una fenotip de metastasi.
Encara que els seu significat en cancer de colon 1 recte no
esta clar®®. En la transformacid neoplasica de colon i recte ¢s
produeix una perdua en lexpressio cadhering E associada a la
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pérdua de diferenciacio dels tumars i també amb la progres-
$i6 tumoral®,

Degradacio de [a matriu extracellular

La degradacio de les diferents barreres de matriu extracellu-
far que troben les célluies tumorals en la seva progressio
imembranes basals, teixits intersticials) és els seu procés
complex, amb participacio de diversos sistemes enzimatics
altarment regulats®’. Les proteases implicades en la progressio
tumoral s'agrupen en ires families principals: les metallopro-
teinases, el sistema de Factivador del plasminogen de tipus
uroCingsa ) Cistein proteinases (catepsinesi®y. AqUests enzims
sOn produits por les céllules tumorals o per céllules de les-
troma induides pel tumeor, Freglentment, requereixen un pro-
ces dactivacs en el qual participen altres enzims i al seu
torn, poden ser inhibides especificarment per inhibidors que
també poden ser produits pel mateix tumor, El procés dinva-
$iG és, por tant, el resultat d'un balang entre tots aquests me-
canismes que inclouen la produccid d'enzims, la seva activa-
€6 i 13 seva possible inhibicid. Encara que el conjunt de
molecules daquests sistemes que participen en Ia progressio
tiel cancer de colon i recte dista molt d'estar ben caracterit-
¢at, existeixen dades imporlants sobre la participacio de di-
VEIS0s enzims.

Diferents estudis han demostrat una important correlacio en-
tre l'expressio de les metalloproteases i fa capacitat invasiva i
de metastasi dels tumorst2#%, En carcinomes de colon i recte
hi ha un increment en lexpressio i Factivacio de MMPT (colla-
genasa intersuiciall, MMP2 (collagenasa de 72 kd), MMPY
icotlagenasa de 92 kd), MMP? (matrilising) | estromelisina-3.
Estudis recents del nostre grup indiquen que els carcinomes
de colon i recte pradueixen un nou enzim amb una gran acti-
vitat degradadora, la collagenasa 3% que, a diferéncia de totes
les anteriors, no ¢és present en la mucosa normal observa:
cions no publicades). Aquestes proteases semblen ser produi-
des i allibertades al medi per céHules de I'estroma activades
pel tumor. Recenument sha identificat un nou tipus de
metalloproteases que semblen estar ancorades en la mem-
brana celular (MT-MMPs). La MTI-MMP es produeix en el can-
cer de colon i recte | pot activar la collagenasa 3. D'agquesta
manera, sesta dibuixant un paper coordinat en cascada de
l'accio d'aguests enzims en la progressié tumoral.

Les catepsines B i L son cisteinproteinases lisosomals que
participen en ¢l recanvi de proteines cellulars, Com les diver-
ses metalloproteinases, les catepsings B i L s'han implicat en
cls processos dinvasio | de metastasi®). Particularment, 1a ¢a-
tepsina 8 ¢s capag de degradar diverses proteines extracelhu-
lars entre les quals es troba la laminina. En carcinomes de ¢o-
lon 1 recte humans existeix un increment en lexpressid de
catepsina 8 associat amb una redistribucio en 1a céliula en la
qual passa de l'drea paranuclearfisosomal al pol basal en con-
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tacte amb la matnu extracellular. Aixi mateix, lincrernent
drexpressio es correlaciona amb I'estadi de progressio i fa su-
pervivéncia dels malalts®®. L.a catepsina 8 e1 aquests tumors
sembla estar produida tant per les céHules epitelials com per
les célHules de l'estroma. Els majors nivells d'activitat enzima-
tica s troben en els limits dinfileracic del turnor.
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Cancer de colon

Els estudis moleculars del cancer de colon i recte han
definit dues vies moleculars de progressio que impliquen
diversos gens: 1) el model molecular de progressié, descrit
en la peliposi colica familiar, i 2) el model de la inestabilitat
genética en microsatellits, definit en el cancer de colon i
recte hereditari no associat a poliposi o sindrome de
Lynch. L'ordre d'aparicic de les mutacions en els diferents
gens sembla ser crucial en el desenvolupament d'aguests
tumors. D'altra banda, el procés dinvasio { de metastasi
s'associa amb una manca de regulacié en &ls mecanismes
d'adhesio ceblular i degradacié de la matriu extracellular,
La possibie coordinacié d'aquests mecanismes i la seva
possible seqliencia no son conegudes. D'altra banda,
sembla possible que les diferents vies genétiques de
desenvolupament de cancer de colon i recte poden
utilitzar mecanismes invasors diferents, atesa la diferent
evolucio bielégica i clinica dels esmentats cancers. Un
millor coneixement d'aquests mecanismes podra
permetre un millor diagnostic dels malaits i un disseny de
terapies mes enfocat a la conducta bicldgica dels tumors.

Cancer de colon

Los estudios moleculares del cancer colorrectal han
definido dos vias moleculares de progresion que implican
a diversos genes: 1) el modelo molecular de progresion,
descrito en la poliposis ¢olica familiar, y 2 el modelo de 1a
inestabilidad genética en microsatélites, definido en el
cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis o
sindrome de Lynch. El orden de aparicion de las
mutaciones en los diferentes genes parece ser ¢rucial en el
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desarrollo de estos tumores. Por otra parte, el proceso de

invasion y metastasis se asocia con una disregulacion en

los mecanismos de adhesién celular y degradacion de la

matriz extracelular. La posible coordinacion de estos

mecanismos y su posible secuencia no son cenacidos. Por

otra parte, parece posible que [as diferentes vias genéticas

de desarrollo de cancer colorrectal puedan utilizar |
mecanismos invasores diferentes, dada la distinta

evolucion biologica y clinica de los mismos. Un mejor
conocimiento de estos mecanismos podra permitir un 1
mejor diagnostica de los enfermos y un diseno

terapéutico mas enfocado a [a conducta bioldgica de los

turmores.

Colon cancer

Research in colorectal cancer has identified two molecular
pathways of disease progression implicating several
genes: 1} the molecular model described for familial
polyposis coli, and 2) the model of genetic microsatellite
instability defined in hereditary nonpolyposis colorectal
cancer {Lynch's syndrome). The order of appearance of
rutations in various genes seems to be crucial to tumor
development The invasive and metastatic process is
associated with the deregulation of cell adhesion
mechanisms and the degradation of the extracellular
matrix. [t appears possible that the different genetic
pathways by which colorectal cancer develops may have
different invasive mechanisms, given their distinct
biological and clinical courses. Greater understanding of
these mechanisms will lead to better diagnosis as well as
treatments that focus more specifically on the biological
behavior of tumors.




ALTERACIONS MOLECULARS ASSOCIADES
ALS TUMORS DE BUFETA URINARIA

Carlos Cordon-Cardo, M. D, ph. D

Les malalties neoplasiques es caracteritzen per la proliferacio
incontrolable | per la pérdua de diferenciacic ceblulai’. Les
céiHules canceroses adquireixen, durant el procés de transfor-
macid maligna, les propietats d'invasid, sembra a distancia o
metastasi, aixi com resistencia a multiples farmadcs. El resultat
final és un avantatge selectiv en el creixement que permet a
les céHules malignes desenvolupar una malaltia damplia dis-
serminacio que acaba causant la mort del pacient. Aguestes
caracteristiques son el reflex de la inestabilitat geénica i 'acu-
mulacio de mutacions tant “positives” (@ctivacid de protoon:
COEENs) COM "rocessives” (inactivacia de gens supressors) que
es produgixen durant el proces de progressic tumoral.

La classificaciéd dels esmentats processos neoplasics sha dut
a terme segons les caracteristiques histdgenes de les lesions
turmorals?. La terapia antineoplasica no sinicia fins que she fet
un diagndstic histologic del procés, bé sigui per miga d'una
bidpsia tissular, bé sigui 'estudi duna mostra citologica, A
part del diagndstic, l'estadi clinic 1 el patologic permeten dedi-
dir la intervencid terapéutica adequada. Tot i aixi, tenim prou
documentacié per a afirmar que dos tumors morfologica-
ment similars poden comportar-se amb patrons biologics da-
gressivitat radicalment oposada. Aquest fet limita tant |a nos-
tra avaluacié clinica en la prediccio del curs de la malaltia com
el dissenyar pautes terapéutiques apropiades.

Durant Miitima década shan comengat a descobrir les fun-
cions dun grup de gens els productes dels quals son els res-
ponsables del control que sexerceix en el cicle de rephcacio
celular, aixi com de programes de diferenciacid 1 regulacid
del procés de mort fisiologica celtular ¢ apoptosi™. Limpacte
de la deteccio de mutacions en gens reguladors s¢ centra en
¢l seu potencal Us practic en l'estratificacié de pacients amb
cancer en grups de “bon' enfront de “mal” pronostic. Nous
marcadors tumorals i alteracions genetigues que es correla-
conen ambt et comportament bioldgic de certes lesions ne-
oplasiues estan sent validats on protocols clinics, fing | ot en
fambir de ¢ollaboracions internacionals. La incorporacio da-
quests parameires maoleculars al nostre arsenal diagndstc
prandstic augmentara la nostra capacitat per a valorar 1a-
gressivitat deis tumors i per a dissenyar estratégics terapéuy
tiques més eficaces.

£l cancer de bufeta uiinaria ocupa el sisé loc dincidéncia en et

Director de i Divisio de Patologia Moleculor, Departament d'AnQLo-
mig Patoldgica, Menorial Sloan-Ketiering Concer Center,
1275 York Avenue, New York, New York 10021

mon, encara que en els £stats Units de Nord América sigui ef
quart tipus de cancer més fregilent®. Aproximadament el 90%
dels tumors de bufeta son d'origen epitelial i el 95% de les es-
mentades negplasies son de fipus ransicional. Shan recone-
gut dues lesions tumorals com a neoplasics ne invasives: -
mors superficials papiltars (Ta} i tumors plans ¢ in situ (Tis).
Aquestes dues presentacions no nomes o5 poden distingir
per la morfologia, sind que a8 meés tenen un compaortament cli-
nic diferents. £ls tumors superficials papillars tendeixen a pro-
duir recurréncies i la seva progressio a lesions invasives ¢6s
poc frequent. Tot i aixi, els carcinomes in situ plans, a més de
ser per definicid dalt grauv tumoral, tendeixen a progressar i a
produir una malalta bigkdgicament mes agressiva. La progres-
sio tumoral diaquestes lesions, definida com a desenvolupa-
rent de Carcinoma transicional invasiu ¢ deteccio de metas-
tasi, sha xifrat en, aproximadament, del 5 al 15% per a lesions
Ta, mentre que s'ha pogut evidenciar entre el 40 i el 60% en
pacients amb carcingma in situt. La historia natural del cardi-
noma transicional de bufeta, aixi com les alteracions molecu-
lars s'estan reconeixent en les esmentades lesions | que a
CONtINLACIG revisarem, van ser [a base en la qual ens fundem
per a proposar un nou model de progressié tumoral (fig. 1),
Segons el model esmeniat, la nostra hipdtes de wreball va ser
¢l fet que diferents aberracions genétiques estaven assodia-
des amb lesions neoplasiques morfologicament diferents |
que, al seu torn, aquestes eren tambeé responsables de 3
seva evolucio clinicopatoldgica oposada. En els aparlats que
segueixen es resumeixen els estudis realitzats pel nostre
grup i altres investigadors 1 es fa émfasi en els aspectes biolo-
gics significatius relacionats amp el desenvoiupament | 13 pro
gressio de tumors de bufeta urinaria.

Significat clinic d'estudis inicials citogenetics i moleculars

Els estudis de cariotip convencional duts 2 terme inicialment
en tumors de bufela van revelar diverses anomalies o
mMosomigues que eren al seu torn freguents | ne aleatorncs. £s
va descobrir que canvis especifics, com ia monosomia del ¢ro-
mosoma 9 i delecions intersticials del cromosoma 13 no ne-
més eren abundants sing que a mes es correlacionaven amb
Yestadi | el grau tumoral de les lesions analilzades’. Per mit
ja de técniques diubndacid in site dinterfice en texits tu-
morals es va comprovar® l'alta freqiéncia de canvis en ¢l
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cromosoma’®. Tambe es van detectar alteracions 9 en els ¢ro-
mosomes 1, 7, 11, 17 1 18. AQuests estudis ens van proporcio-
nar els coneixements basics per a la planificacio d'una analisi
més profunda, per a 13 qual es van utiiitzar técniques de
gengtica molecuiar recambinant.

[l pas scglent va ser lanalisi de pérdues alJeliques, per mitja
de lestudi de polimorfismes genetics {restriction fragment
fength polymorfism o RFLP). Fearon et @l van comunicar la
pordua dheterozigositat (loss of heterozygosity o LOH) del
brag curt del cromosoma 11 {11p} Tsai et ai. "' van revelar que
les perdues alleliques més freqlients en turmors de bufeta cor-
responien al brag llarg del cromosoma ¢ (9q), aixi com a dele-
cions del hrag curt dels cromosomes 17 (17p-) 1 11 (11p-). Els
estudis duts a terme en el nostre laboratori van ser els pri-
mers g utilitzar un nombre de pacients considerable que, a
mgs, estaven clinica i patolbgicament ben caracteritzats. A
mes d'aquests riters, les mostres tumorals es seleccionaven
per les seves caracteristiques morfoldgiques | es revisaven
detalladament abans dutilitzar-tes en estudis moleculars. Va
ser per mitja de ranalisi de les esmentades lesions i del banc
de dades de queé disposavem com vam obtenir suficients re-
sultats, despres d'estudiar sondes géniques en la gran majoria
de bragos cromosomics, per a proposar un nou madel de de-
senvelupament i progressio twmoral del cancer de bufeta'”™,
ts va observar que les delecions del cromosoma 9 es correla-
clonaven amb wimors superficials papillars i que no hi havia
perdues alléliques de l'esmentat cromosoma en les lesions
Tis. Tot | aixi, es van identificar delecions en regions cromosa-
micues Corresponents a 3p, 5q i 17p en lesions que mostra-
ven invasid de la lamina propia (tumors classificats com T1),
Aqguestes anomalies eren seguien per pérdues alleliques de
les regions €romosomiques corresponents a 11p, 64, 13q i 18q.
Aquestes aberracions només es van detectar en wmors que
presentaven franca invasio de capes musculars profundes (le-
sions classificades com a T2-T4). La distribucic de les alcera-
cons genetiques descites ens va permetre de suggerr que
Certes muiacions estaven relacionades amb el desenvolupa-
ment de tumors superficials {per exemple, delecions de 9g en
tumors papillars superficials), mentre que altres s'associaven
amb mecanismes de progressio tumoral (per exemple, dele-
cions de 12p en tumors invasius). Ens faltava, perd, identificar
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quins eren els gens especifics que estaven alterats on les re-
gions cromosdmiques aberrants detectades en les maostres
cliniques de tumors primaris de bufeta estudiats. Amb aques-
ta finalitat, diferents membres del nostre equip os van contrar
en landlisi detallada de regions cromosdmiques andmales,
aixi com en lestudi de gens candidats a supressors tumorals
que residien en les zones esmentades.

Significat biologic i clinic de mutacions del gen TP53

£l gen supressor TP53 es localitza en el brag curt del cromaoso-
ma 17 huma thanda 17p13.1) | codifica Ia fosfoproteina nuclear
de 53 kilo-Dalton (kD) denominada p53'°°¢ Una de les principals
funcions de la proteina ps3 és la de regular el cicle de replica-
cié celular, actuant com a "guardia” del codi genetic, identifi-
cant possibles errors i parant el cicle en la meitat de la fase Gi
quan els detecta?. Aixi s'evita que ¢ls errors es reprodueixin
durant |z fase 5 0 de sintesi del DNA. p53 tambeé actua com a
un facior de transcripcid, transactivant gens implicats en pro-
cessos reguladors de la proliferacio cellular i F'apoptosi®®.

Les mutacions del gen TP53 s6n los anomalies géniques mes
freqUents trobades en el cancer huma® Tot 1 aixi, aquestes
mutacions no shavien correlacionat amby factors prondstics
clinicopatologics en tumors provinents de lesions cliniques
{tamb€ denominats tumors primaris, per a distingir-los en Ii-
nies celulars tumorals). Estudis duts a terme en el nostre la-
boratorn van ser pioners en aquesta area i van demastrar que
ies alteracions esmentades podien oferir un avantatge selec-
tiu a ceHules tumaorals vesicals per a créixer descontrolada-
ment, gixi com produir alts nivells dinestabilitat genica®' 2. va
ser el nostre proposit centrar-nos primerament a definir [a fre-
quéncia amb qué les alteracions esmentades succeien en els
primers estadis del cancer de bufeta. Dividim 21s nostres estu-
dis en lanalisi de lesions papillars superficials (Ta i T1 amb
component papillary enfront de carcinomes in situ (Tis | T1 as-
sociats a Tis).

En el primer estadi es va observar que l'acumulacio nuclear
de p533 sassociava a la progressio tumoral®. £s van analitzar
43 pacients amb carcinoma transicional de bufeta estadi T1,
tractats amb reseccié transuretral exclusivament, utiliczant




I'antichs monocional {AcM) 1801 1| meétodes dimmunohistoqui-
mica. tn 18 casos 1a tincié nuclear va ser negativa (fenotip
p53-negatiu), mentre que 25 €ases van mostrar un patré ho-
mogeni o heterogeni de immunoreaccio {fenotip p53-positiu}.
LA taxa de progressid comparant els dos grups va ser supe-
fior €N pacients aue tenien un fenotip positiv (20,5% de 1axa
de progressid per un any} enfront de pacients amb fenotip
negativ (2,5% de taxa de progressio anual) (p < 0001) (fig. 2}
La detecic nuclear de p53 va ser un factor prondstic advers
independent del grau, 1a presencia dinvasio vascular ¢ 1asso-
ciacio amb Carcinoma in situ en aquest grup de pacients?.
Continuant es nostres estudis, ens vam centrar després en la
deteccid de patrons alterats doxpressio de p53 en 34 pa-
cients amb lesions Ta* i 33 pacients amb lesions classificades
com a 1is pur®. Per miga danalisi muitivanable, es va eviden-
ciar que l'expressid nuclear de la proteina ps53 mutada es el
predictor més important de progressio en les dues pobiacions
(Ta - taxa de progressid, p = 0002; Tis - taxa de progressio,
[ < 0001). Tot i aixi, la deteccio de fenotip p53 positiv va ser
molt mes freqient en tumors superficials plans (Tis - 48%)
que en lesions papiliars superficials (Ta - 229014 La nostra con-
clusic va ser que les delecions del brag curt del cromosoma
17, on resideix el gen TPS3, 1 les mutacions de l'esmental gen
no NOMes ercn freqlents en carcinomes superficials, sind que
a meés eren probablement alteracions primaries associades
amb processos de desenvolupament tumoral de ¢arcinoma in
situ de bufeta urinaria,

Aguests treballs es van continuar amb una analisi de |3 fre-
guéncia i 1a possible rellevancia clinica de detectar sobreex-
pressio nuclear de P53 en Cardinomes transicionals Mvasius
(T2-4) de pacients tractats amb el régim quimioterapic M-VAC
(metotrexat, vinblasting, adriamicing i cisplatiy®, Vam estudiar
un grup de 90 pacients amb una mitjana de seguiment clinic
de 5.8 anys. i fenotip p53-posili, indicatiu daiteracions de
p53, es va identificar en lesions tumorals de 47 pacients
{32,29), mentre que els restants 43 pacients mostreven le-
sions tumorals de fenotip ps3-negatiu. En els pacients que
pertanyien al grup ps3-positiu s'objectiva un curs meés agres-
siu de la seva malaltia, 13 resposta al tractament guimiotera-
[HC NO va ser bona i es va recollir un alt percentatge de morts
degudes a cancer de bufeta. L'analisi estadistica de multiva-
fiancia va demostrar que la sobreexpressio nuclear de ps3
{genotip p53-positivy era significativ | independent d'altres
parametres {per exemple, estadi, grau tumoral | multifocalitat,
entre altres) {(p — 000178 La conclusio va ser que mulacions
del gen P53 i alteracions del seu producte No NOMES estan
relacionades amb el procés de progressié tumoral, sind que a
més poden trobar-se involucrades en el fracas de resposlta te-
rapéutica utilitzant agents quimioterapics convencionals. La
a6 d'aquest fracas que es pol relacionar més amb 1 pérdua
de capacitat de mort cellular natural ¢ apoptosi que amb el
desenvolupament dun fenotip de resisténcia a multiples far
macs {multidrg resistance ¢ MOR). En el ¢as de presentacio
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fig 7. Taxa de progressio del grup de pecents amb lesions Ti ostratificar per
miga de fenotip ncgativ enfront de posIEU per ¢ SoDreexpressid de ps3 nucieor
{figura modificeda duno publicacic prévia del ROSEre gruf que va Oporéixer en
la revista journal of the Wational Cancer Inspte - veure referéncia 23

del fencimen MDR, l'esdeveniment patofisioldgic sembla ser
lexpressic de la ghcoproteina-P (P-glycoprotein o Pgpy™
Agquesta molécula és una proteina transmembrana que actua
com una bomba defluxio, excloent de (a cellula productes th-
Xics com certs agents quimioterapics. Tot i aixi, mutacions del
gen TPS3 poden desactivar processos d'apoptosi i produir una
cellulz tumoral que, més que resistent, és “immortal”. En al-
tres paraules, les céklules negplasiques amb alteracions de
p53 perden la capacitat de recontixer dany cellular, inclds el
dany téxic produit per certs farmacs i es divideixen constant-
ment, sense sortir se del cicle de replicacid cellular ni merir.
Estudis similars han estat reproduits postenorment per altres
grups dinvestigadors que han validat les nostres observa-
cions. Aquesies analisis shan dut a terme, en general, utilit-
zZant técniques de laboratori similars 1 materigl clinic de pa-
cients afectats per tumors de bufela apropiat’®h. Altres
estudis, tant del nostre laborator com d'altres grups, han de-
mostrat que les alteracions de ps3 sén frequents | tenen sig-
nificat clinic en altres processos neoplasics, com ¢l cancer de
mama ™ | el de colon i recre*,

Significat biologic i clinic d'alteracions del ger MDM2

La proteina ps3 pot ser inactivada per delecions o mutacions
del gen que la codifica, com indicavem en lapartat anterior, @
per mitia de 1a formacié de complexos amb proteines deno-
minades oncoviriques, com la proteina E6 produida nels virus
de tipus papilloma (human papifforna virus 0 HPVYY. Més re
centment sha caracteritzat una proteina cellular denominada
mdm2, producte del protooncogen MDMI®¥®. Aquesla protel-
na té com a funcio meés important lunir-se a p53, formant
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complexos estables, i inactivant les propietats transactivado-
res de ps3. £l gen MDM2 s'ha localitzat en el mapa cromose-
mic del brag llarg del cromosoma 12 (banda 12q13-14). En
certs wmors, aquest gen samplifica i funciona com un onco-
gen. La proteina nuclear que codifica té un pes molecular de
90 kD, rad per la qual tambeé es coneix 1a proteing mdm?2 com
a p9o.

FI gen MDM2 té un promotor que al seu torn conté un ele-
ment de reconeixement per a ps3. Aixd significa que el gen
MDMZ esta regulat, en |a transcripcio, per la proteina ps3. A
causa del fet que la protging mdma2 {90} forma complexos
amb p53, s'ha postulat i evidenciat que entre les dues mofe-
cules existeix un procés retroactiu regulador (feedback requ-
fatory loop)*®. Aixi doncs, el dany pel que fa a DNA incre-
menta 13 sintesi de ps3, que al sey torm inicia la transcripcio
de mdm2Z. Quan sarriba a nivells massa alts de p53, ja shan
produit suficients molecules de mdm2 per a unir-se 3 ps3 i
aturar el procés. Tot i aixi, si en condicions andmales es pro-
ducix mdm2 en grans quantitats, com podria ser en el cas
damplificacié genica, 1a proteina ps53 es troba conjugada cons-
@antment i per definicid, inactiva. En aquesta circumstancia, el
gen MOM2 es converteix en un oncogen activat,

Va ser en aguest moment quan en el nostre laborator va unir
forces amb el laboraton dirigit pel Dr. Armold Levine, de 1a Uni-
versitat de Princeton. £l grup del Dr. Levine va ser el pioner en
els ¢studis de p53 1 ¢l que va descobrir el gen MDM2, conjun-
@ament amb el grup dingit pel Dr. Bert Vogelstein de la Uni-
versitat de John Hopking. Va ser aixi com vam fer una analisi
de tumors vesicals per a definir la freqiiencia dalteracions de
MOM2Z, al mateix temps que relacionavem les esmentades al-
teracions amb mutacions de TPS3 i patrons andmals de 1a
seva proteina (P53 Vam analitzar els esmentats gens i les
seves proteines codificades en una série de 87 umors urote-
lials primaris. Vam detectar sobreexpressié nuclear de p53
en les cellules tumorals del 41% dels casos estudiats. El nivell
de la proteéina mdm2 (p%0) es va identificar elevat en el 30%
dels casos, i el gen MDM2 estava amplificat només en dos tu-
mors. FS va observar una correlacid significativa entre la so-
breexpressio de mdma2 i els tumors que es presentaven amb
baix estadi i grau tumoral. £s va concloure que mdm2/ips0 i
D53 eslan freglentment alterats en tumors vesicals | que po-
drien estar involucrats en la génesi i el progrés del cancer
urotelial®,

Tambe en collaboracio amb el Dr. Levine vam dissenyar un
estudi per a avaluar els canvis de TP53 t MDM2 en sarcomes
dividing osteosarcomes de parts toves. La nostra sorpresa va
ser que en els esmentats tumors d'origen mesenguimatic les
alteracions de TP53 | MDM2 eren encara més freqients. £s va
detectar un nombre important de lesions que mostraven am-
phificacio génica de MDM2 ) sobreexpressid dels seu preducte
A mes, les alteracions de TP53 | MDM2 definien un grup de pa-
gients gque sofricn un curs molt agressiu de la malaltia®. Una
llics imporlant dels estudis esmentats s que tumors dife-
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rents poden respondre a lesions moleculars similars de forma
radicalment cposada.

Significat biologic i clinic de les alteracions del gen
del retinoblastoma (RB)

£l gen del retinoblastoma (RB) va ser el primer a ser recone-
Ut Com a gen supressor umaoral, 1 85 va considerar com a un
prototip dels gens supressors. Van ser les observacions dutes
a terme pel Dr. Knudson, durant el seu estudi epidemiologic
del retingblastoma intraocular tipic de la infantesa, les que
van definir el postulat dinactivacid de gens recessius o an-
tioncogens®. Knudson va proposar & hipotesi de 1a necessitat
de sofrir dues mutacions (two hits), que inactiven aixi els dos
aklels heretats. Una d'aquestes alteracions podna estar pre
sent en les céllules germinals i per tant ser heretads, cir-
cumstancia en la qual nomes es necessitaria una segona mu-
Lacio somatica per a desenvolupar el fenotip transformat. La
clonacid del gen i els estudis posteriors, que utilitzen técni-
ques de DNA recombinat, van demostrar que la hipdtesi de
Knudson era correcta i que la forma més habitual dinactiva-
Ci6 de gens supressors era per mitja de la delecio dun allel,
SeguIt per una mutacio puntual de l'allel contralateral restant.
El gen del retinoblastoma cedifica una fosfoproteina nuclear,
denominada pRB, de pes molecular aproximat de 110kD™. |.a
funcié de pRB €s 1a regulacié, en sentit estricte, Cel control del
cicle de replicacié cellular®. Aquesta funcié s'exerceix per
mitja del segrest de proteines que tenen la capasitat d'unié al
DNA i l'activitat transactivadora, com per exemple el factor de
Transcnpdio 2076 Durant el cicle de replicacio ceiHular, pRB es
fosfonla per l'activitat dels complexos cicling cinasa ciclina de-
pendents (cicl-Cdks), gue en modifiquen l'esiructura guatemsa
na 1 malliberen els productes segrestats. Aquests, 4l seu torn,
permeten que 13 transicio de G1 a 5 es dugui a terme, per
mita de lactivacic d'enzims i subproductes requerits per a la
sintesl i la replicacié del DNA. Aquests esdeven'ments bigld-
gics seran exposats mes detalladament en lapartat seguent.
A meés de les mutacions geniques descrites i de forma similar
a la descrita per a p53, pRB pot formar complexos amb protel-
nes oncoviriques tals com EiA dels adenovirus o £7 dels virus
del tipus papilloma™® Aquests complexos inhibeixen la fun-
¢ic de pRB J, conseguentment, el seu paper regulador del cicle
de replicacio cellular,

Un deis grups que va clonar of gen RB estd dirigit pel Dr. wi
llizm Benedict, actualment en el Baylor College of Medicine, B}
nostre laboratori ha collaborat amb el grup del Dr. Benedict
en lanalisi d'alteracions de pRB i la caracieritzadd de muia-
cions en RB. Va ser aixi com els dos primers articles que trac-
taven dalteracions de pRB en pacients afectats per tumors
trangicionais de bufeta van aparéixer junts i amb un missatge
clinic similar*® *. Els dos treballs van demaostrar que 1a inacti
vacig del producte codificat pel gen RB era una alteracio fre-




quent en cancer de bufeta i que sassociava a estadis
avancats de la maldltia. La supervivéncia dels pacients amb
alteracions de pRR era molt menor que 1a dels pacients que
presentaven patrons d'expressio normals. Espedificament, el
nostre estudi va avaluar 48 tumors primaris i va detectar alte-
racions en lesions de 14 pacients (29,2%). La supervivencia de
pacients sense alteracions a Cinc anys cra mes alta, amb d-
ferongies estadisticament significatives, quan es comparava a
la de pacients amb patrons aberrants de pRB {p < 0001} La
nostra conclusic va ser que tmors que exhibien alteracions
de pRB tenien un comportament biolbgic agressiu i que 1a de-
teccio de los esmentades anomalies en tumors de bufeta en
estadis avancats podia convertir-se en un parametre maolecu-
lar amb implicacions pronostiques en pacients afectats per
cancer de bufeta.

significat biologic i clinic de mutacions del cromosoma 9:
piéip15 com a gens supressors tumorals

A causa de la gran frequéncia amb [a qual el cromosema 9
presenta delecions en tumors urotelials, sha postulat gue en
lesmentat Cromosoma existeix al menys un gen Supressor
implicat en processos de tumorigénesi de neoplasies vesicals.
£ nostre grup va resoldre dexaminar especificament altera-
cions moleculars tant del brag curt com del brag llarg en una
seric de lesions ben caractentzades clinicopatologicament.
I 'objectiu priman dels nostres estudis cra el de definir les re-
gions amb pérdues de matenal geneétic, 3ixXi com la seva asso-
ciacid amb parametres patologics i dinics associats a mal
prondstic en pacients amb tumors de bufeta®'. £5 va observar
que la majoria de tumors estudiats 779 en totaly mostraven
pérdues akeliques Vo alteracions en microsatéllits al menys
per a un dels marcadors moleculars analitzats en el cromoso-
ma 9. £s van idenuficar dues regions que incloien la majoria
dalceracions 1 se'n va trobar una en la ona del telomer del
bra¢ curt (9p21), mentre que laltra regio es trobava en la part
contraposada, en 1a zona distal del brag llarg {9034.1-343). La
frequencia més alta en pérdues akléliques es va caracteritzar
en 9p21, mapant sobre el locus de linterferon alpha (IENa). Al-
teracions geniques de l'esmentat marcador molecular han es-
tat documentades en altres processos neoplasics, com glio-
mes | melanomes”.

Durant els nostres estudis de mapatge del cromosoma ¢ vam
entrar ¢n contacte amb el grup dinvestigadors dingit pel Dr.
Marc Skolnick de la Universitat de Utha a Salt Lake City. Va ser
aixi com vam participar en el descobriment del gen supressor
MTS1 (multiple twmor suppressor gene 1)#% Aquest gen va
ser clonat &l mateix temps, 3 causa de les seves propietats de
regulador negatiu del cicle de replicacié cellular, pel grup del
Dr. David Beach dels laboratoris Cold Spring Harbor a Nova
York. i gen MTSi era el mateix que el gen que es descrivia
com a p16% Aguest gen cadifica una proteina al paper bioldgic
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de 1a qual és el dinhibir Ya fosforilacié de la proteina del retino-
blastoma (PRA). Lesmentada propieiat es producix per mitja
de la formacio de complexos de pl6 amb les anomenades -
nases cicling dependents (cychin dependent kinases o Cdks),
descobriment que al seu torn va ser dut a terme pel Dr. Ma-
nuel Serrang mentre treballava en el laboratori det Dr. Beach™.

La collaboracio del nostre laboratori amb el grup del Dr. Skol-
nick va demostrar que les alteracions de pio/MTST s0n de
caracter molecular peculiar, ja que 1a majona son delecions
homozigotiques™*. També es va evidenciar que les muta-
cions de pi&MTS1 sén independents de les mutacions de
TP53 en una série de ¢asos analitzats™. Aquestes troballes
van ser la primera documentacié d'un proceés mutant espec-
fic per a pi&/MTS1 en tumors primaris humars.

Més recentment, el grup dirigit pel Dr. Beach ha descobert el
gen denominat pi5 o MTS2%. Aquest gen resideix en 13 matei-
%a regio que el gen p16/MTSH, i de fet és el seu vei mes pro-
xim. £n termes de genética molecular es dednirien Com
a gens en tandem, ja que estan un a continuacio de laltre en
el mateix bra¢ del cromosoma ¢ I, per definicio, en la ma-
teixa regid (9p21). En la coblaboracio amb ¢l grup del Dr. Beach,
el nostre laboratori ha demostrat que en 1a majoria de Casons
de tumors vesicals, quan es troben delecions homozigots-
ques de p16/MTS1, tambe es detecten pérdues zHeliques to-
tals de p15/MTS2 Aixi dongs, hem arribat a la conclusio que
la pérdua de tots els allels de p16 1 p15 representa un nou
mecanisme aiternatiu als descrits per a la inactivicio de gens
supressors tumorals. £s més, la nostra analisi de tumors pri-
maris de bufeta ha revelat que les esmentades alteracions es
correlacionen amb estadis tumorals inicials (Tarri papitlar -
perd no son Tis) | grau tumoral baix {graus 11208

Estern actualment duent a terme estudis que incdoven series
llargues de tumors vesicals per @ poder justificar si realment
delecions homozigdtiques de pié i pI5 son esdeveniments
primaris per a un subgrup de tumors superficials papitlars de
bufeta urinaria. La nostra hipotesi de treball s gue alteracions
dun gen, encara no clonat, en la regio 9q34.1-34.3 representa-
rien esdeveniments primans per a un altre sutgrup de tu-
mors superficials papillars amb caracteristiques biologiques
dagressivitat inferior que aquells que tiNguessin alteracions
de pisifo pls. -

Implicacions biolagiques i cliniques de mutacions de gens
reguladors del cicle de replicacio cel-lular en processos
neoplasics

El progrés de les ceéllutes eucariotes per miga del cicle de re-
plicacic cellular depén de 1a formacio, ractivacid i la inactiva-
ci¢ d'una série de complexos formats per ciclines i cinases ¢i-
clina dependents (cicl-Caky®. El control daquests complexos
heterodimers sexerceix en les diferents fases del cicle cellu-
lar, i impedeixen l'entrada prematura de 1a c&Hula en divisio a
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la fase seglient. Els complexos cicl-Cdk executen la seva fun-
ci0 reguladora per mitja de la fosforilacio de molécules fona-
mentals involucrades en els punts de transicio del cicle de re-
plicacio, Lals com pRBOY. [s va proposar que les mutacions i
la sobreexpressio de diclines i Cdks, principalment ciclina D1
Cdka, representen esdeveniments oncogéenics®. L'amplificacio
del gen de la ciclina D1, conegut ¢om a PRADT o CONDI, sha
documentat en carcinomes de mama i en cancer de larin-
ge®™ Daltra banda, sha detectat amplificacié genica de Cdk4
en linies cellulars de glioma®,

Recentment sha identificat una nova familia de reguladors
del cicle de replicacié cellular que actuen com a inbubidors de
Cdks* Als gens que codifiquen eis esmentats inhibidors, se'ls
ha denominat CKIs. Els productes de gens CKIs suneixen 3
Cdks 0 als complexos cc-Cdk, inhibint l'activitat catalitica del
complex. La funcid biclogica de les proteines codificades per
CKls, a més ded fet que els seus gens es localitzen en arees de
cromosomes alterades en un nombre considerable de can-
cers humans, va suggenr que podrien ser classificats amb
gens supressors tumorals,

LI primer membre descrit d'aquesta familia d'inhibidors va ser
p21, el gen del qual es denomina tambe WAF1 o CPI1Y. p2i
inactiva els complexos cicling A/E cdk? i cicling D1/D2/D3-caka,
) impedeix l'entrada de céilules en divisio a la fase S quan
s‘cxpressa de forma excessiva. Un descobriment importantis-
$im va ser la caracteritzacio de la regulacio de p21. ja que el
gen p21WAF1 es troba sota el control de ps3% de forma simi-
lar al control exercit per ph3 sobre MDM2. A causa daquests
resultats, sha postulat que existeix una relacié intima entre
P53 1 pRB, per miga dinteraccions moleculars que permeten
un control del cicle de progressio cellular en el punt crucial
(check point) de la fase Gi.
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Fins al moment no shan donat a conéixer alteracions del gen
D2IWAFRTL en wmors primaris humans: tot i aixi, el nostre
grup ha derectat una possible mutacié en un tWMor transicio-
nal de bufeta que podria produir una proteina truncada no
funcional.

La familia de CKls ha sumat nous membres, entre ells els ja
descrits pi6 1 pi5. Com comentavem, la protcira pié es codifi-
cada pel gen pi6/MIS1, tambeé denominat INK4A (inhibitor of
Cdk4"). p16 suneix de forma especifica a Cdk4 1 Cdké, inhibing
indirectament la fosforilacic de pRB. La proicing pis pos-
seeix una gran homologia amb plé; és codificada pel gen
PIS/MTS2INKAB. A Igual de pi16, pi5 inactiva Cdk4 i Caké for-
mant complexas estables | inactivant 13 fosforiacio de pRB. La
diferéncia meés important entre pi6 i pi5 se centra en la regu
1acio de la seva expressit. Mentre que 1a pié poL estar contro
lada per senyals interns, sha demaostrat que pi5 és un subs
trat efector del factor de creixement tumoral beta (TGFHB), |
que els seus mecanismes de regulacid negativa son externs.
Tant p16 com pi5 apareixen freqientment alterats en linies
cellulars derivades de maltiples tipus de tumors. Lalieracio
meés comuna és 1a delecié total dels allels funcionants dels
dos gens. Diferents grups han demostrat que les esmentades
aberracions genétiques es donen amb freqliéncies variables
&n un nombre IMporiants de tumors primans humanse?”,
Sembla ser 1bgic, dones, el fet de postular que els esmentats
gens son candidats supressors tmorals,

La proteina p27/Kip! €s un altre nou membre regulador nega-
tiu del cicle de replicacic cellular™™. £l gen p27./Kitt va ser des-
cobert pel grup del Dr. Joan Massagué en 1a nostra Institucio.
P27 respon, com pis, a certs estimuls externs migancats per
TGFB 73,1 provoca la detencio del cicle en la fase G1. Aquesta
proteina té certa homologia amb p21/WAFL, 1 inactiva els

Fg. 3. Mustraci dels estadis potoiioics del
cdncer de hufeta i alteracions moleculors gs-
soclades a o progressié tinoral en lesions
neoplasiques  vesicals (diagrama modificor
dunag pubicactd previa Jel nostre grup que
vO apardixer en 1a revista Lancet - voure re-
feréncia 13).
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complexas cicle-Cdk2, cicdA-Cdk2 i ciclD-Cdka™ . Aquest nhibi-
dor del Cicle ha estat localitzat pel nostre grup en el cromosoc-
ma 12, regid 12pi2-pi3™ En un estudi en collaboracié del
nostre laboratori amb el dirigit pel Dr. Massagué no vam
detectar mutacions de p22/Kip1 en els tumors primaris
estudiats”. Aquesies observacions es van Comprovar en dos
estudis independents que es van publicar al mateix temps
que la nostra feina’”?,

Més recentment s'ha caracteritzat ol gen pig, que es localitza
en el cromosoma 1 (banda 1p32). Aquest gen codifica una
proteina que forma complexos dimers estables Cdk4 i Cdké,
inhityeix lactivitat cinasa dels complexos cicID-Cak4 i Giclb-
Cdka, i inhibeix aixi tambe la fosforilacié de pRB™. Poc sabem,
encara, del seu mecanisme de regulacic i de la seva possible
implicacio en tumors humans.

Conclusions

Els avancos realitzats en els camps e (a biologia celular i
moiecular han produit un progrés vertigings dels nostre nivell
comprensiu referent a pracessos de proliferacio i diferenciacio
cellular. Aixi mateix, els mecanismes inherents al fenomen de
mort cellular programada, o apoptosi, sestan descobrint. El
balang d'aguests tres processos és el que permet Iomeodsta-
si cetlular i regeix f'organogéenesi tissular. Mutacions de gens
reguladors profundament implicats en aquests mecanismes
sén, aparentment, els esdeveniments meés importants tant
del desenvolupament com de la progressio tumoral. £s l'acu-
rulacid, més que l'ordre, de les esmentades alteracions geni-
ques la que afavoreix 12 seva activitat sinergica 1 determing la
transformacié maligna de certs clons de céllules neoplasi-
ques.

El madel molecular de progressio que hem proposat per al
cancer de bufeta sillustra en la figura 3. Aquest model incor-
pora rutes divergents que defineixen tumors de baix estadi
papillars superficials enfront de plans (carcinoma i sitw. ks 1a
nostra hipotesi que les alteracions que sofreixen les céllules
turmorals de lesions papillars s6n principaliment desbalancos
proliferatius. Tot i aixi, el complex grau de mecanismes de
control, aixi com el nombre de molécules gue de forma re-
dundant supervisa aguests punts cntics del qcie de replicacié
cellular 1 apoptosi, no permet l'expressid desmesurada dun
fenotip biologicament agressiu. Oposat a aquest proces, altres
lesions sofreixen mutacions de gens reguladors “essencials”
que permeten lacumulacio daltres aberracions, propordo-
nant un alt grau dinestabilitat genica i afavorini el desenca-
denamen d'un fenatip altament invasiu.

Marcadors bioldgics que es correlacionen amb el comporta-
ment de lesions tumorals sestan identficant constantment.
Al maleix temps, s'estan desenvolupant noves tecniques de
laboraton que detecten i avaluen els esmeniats marcadors, j2
sigui tant pel que fa genotip com pel gue fa a fenotip. La im-

Carlos Cordon-Cardo - Alteracons moleculars associades als tumors de bufeta unnang

plementacio d'aquests métodes en el camp de loncologia
dinica ens proporcionara noves guies per at diagnostic pri
merenc i1 el prondstic de processos neoplasics. Al seu tor,
aquestes noves estratégies ens permeten de dissenyar ré-
gims terapéutics més efecuus, millorant 13 qualitat de vida
i prolongant la supervivéncia dels pacients que pateixen
Cancer.
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Tumors de bufeta urinaria

L'estat de coneixements actual permet d'afirmar que dos
tumoers morfelggicament similars poden comportar-se
amb patrons biclagics d’agressivitat radicalment
oposada. L'autor es basa en la historia natural del
carcinoma transicional de bufeta, aixi com en les
alteracions molecuiars reconegudes en les esmentades
lesions, per a proposar un neu model de progressié
tumoral. Aquest model incorpora rutes divergents gue
defineixen tumors de baix estadi papillars superficials
enfront de tumors plans {carcinoma in sitw), En el primer
cas, les alteracions consisteixen en desbalangos
proliferatius, perd els mecanismes de control no
permeten l'expressic desmesurada d'un fenotip
biologicament agressiu; en el segon cas, es produeixen
mutacions de gens reguladors essencials que permeten
lacumulacio d'altres aberracions, que proporc'ibnen un
alt grau d'inestabilitat génica i afavoreixen l'expressio
d'un fenotip altament invasiu, Al mateix temps, s'estan
desenvolupant tecniques de laboratori que detecten
marcadors biologics que es correlacionen amb €l
comportament dels tumors, fet que ens proporcionara
noves guies per al diagnostic primerenc i per al disseny
de régims terapéutics.
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Tumores de vejiga urinatia

El estado de conocimientos actual permite afirmar que dos
tumores morfologicamente similares pueden comportar-
se con patrones biologicos de agresividad radicalmente
opuestos. El autor se basa en la historia natural del
carcinoma transicional de vejiga, asi como en las
alteraciones molecuiares reconocidas en dichas lesiones,
para proponer un nuevo modelo de progresion tumoral.
Este modelo incorpora rutas divergentes que definen
tumores de bajo estadio papilares supetrficiales frente a
tumores planos (carcinoma in situ). En el primer caso, las
alteraciones consisten en disbalances proliferativos, pero
los mecanismas de control no permiten la expresién
desmesurada de un fenotipo bioldgicamente agresivo; en
el segundo caso, se producen mutaciones de genes
reguladores esenciales que permiten la acumulacion de
otras aberraciones, que proporcionan un alto grado de
inestabilidad genica y favorecen la expresion de un
fenotipo altamente invasivo. Al mismo tiempo, se estan
desarrollando técnicas de laboratorio que detectan
marcadores bioloégicos que se correlacionan con el
comportamiento de los tumores, lo cual preporcionara
nuevas guias para el diagnostico temprano y para el
diserto de regimenes terapéuticos.

Urinary bladder tumors

Current understanding indicates that twoe morphiclogically
similar tumors may display patterns of biological behavior
that involve radically different levels of aggressivity. The
author proposes & new model of tumor progressien based
on the natural history of transitional carcinoma of the
bladder as well as on known melecular changes involved
in such lesicns, The new model contemplates distinct
pathways that define low-stage superficial papillary
turrtors and flat tumors (carcinoma in situ). i the first type,
alterations consist of proliferative imbalances, but control
mechanisms inhibit excessive expression of a biclogically
aggressive phenotype. [n the second type, mutations take
place in essential regulatory genes, allowing additional
aberrations to accumulate and produce a high degree of
genetic instability, favoring the expression of 2 highly
invasive phenotype. Laboratory techniques are being
developed to detect biological markers related to tumor
behavior, te provide new guidelines for early diagnosis
and the design of therapeutic protocols.
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BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE PANCREES

Gabriel Capella | Félix Lluis®

tl cancer es pot considerar com una malaltia genetica de les
céHules somatiques'. La transformacio neoplasica €s el resul-
tat de lacumulackd de diverses alteracions genétiques que
comporten l'activacio doncogens 1 la inactivacio de gens su-
pressors twmorals?. Els oncogens son les formes activades de
gens {protooncogens) que juguen un paper important en el
control de la profiferacia i la diferenciacid celdular normal. La
seva activacio condiclona I'apariié de 13 neoplasia de farma
dominant. Els gens supressors tumorals regulen de forma ne-
gativa aquests processos i és l'abséncia de la seva funcio, 13
SeVa INACLivadio, 1a que permet el desenvolupament de 1a ne-
oplasia. 56n diverses les alteracions genétiques (per exemple,
translocacions, amplificacions, delecions, mutacions puntuals)
que poden donar com a resultat l'activacié deis oncogens o
en la inactivacio dels gens supressors tumorals. Les muta-
dons puntuals (els canvis en la seqiéncia dun sol parell de
bases} sGn les que es troben amb una frequéncia superior: a
mes, son les més subtils i, per tant, les més dificils de detec-
tar.

tl cancer de pancrees (des d'ara, CP) exocri €3 una neoplasia
freqUient en el nostre medi. La supervivéncia mitjana despres
del diagndstic s de 6 mesos, | N0 ha varat en els dltims 30
anys, fet pel qual, en lactualitat, el CP és la quarta causa de
mort per cancer en ¢l mon occidental’. En els titims anys sha
comengat # definir un perfil molecular muitiseqiiencial per a
la tumongénesi pancreatica ductal en el quai es troben acti-
vars gens amb diferents funcions en el control de la diferen-
qiacié 1 la proliferacia cellular. Aixi, el receptor per al factor de
creixement epidermic (epidemial growth factor receptor) es
troba sobreexpressat en molts daquests umors', A més, la
najoria deis carcinomes del pancrees exocri (60-100%) conte-
nen mutacions en el gen K-ros®, implicat en la traduccié de
seniyals miciada per aquest receptor. DOS gens supressors
(D53 1 p16} que tenen un paper central en el control de 13 fase
G del cicle cellular es troben inactivats en la majoria da-
quests timors. El 30-70% dels CP tenen el gen ps3 inactivat’ i
en ¢l 80% dels casos® el gen supressor pté no és funcional. Al-

L aborator| dinvestigacid Gastrointestinal, Institut de Recerca, Hospi-
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tres vies que normalment nhibeixen el creixement de la
cellula normal tambeé es troben alterades, Recentment, sha
identificat un gen supressor localitzat en el cromosoma 18, el
gen DPC4, que esta implicat en el senyal de traduccio iniciada
pel factor inhibidor del creixement TGF-8, que estd mutat en
el 30% dels tumors pancreatics® Altres gens implicats en
aquesta vig de traduccio 1 que contribueixen al control del ci-
cle cellular {(per exemiple, p15) es roben alterats en un altre
subgrup daquests tumors. L'objecte d'aquest manuscrit s re-
visar, de forma brew, algunes de les alteracions genétiques
mes rellevants en el cancer de pancrees aixi com la utilicat de
la deteccid d'aquestes alteracions en la practica ciinica.

Oncogen K-ras. Els tres membres de la famitia de protoonco-
gens ras (C-H-ras, N-ras, c-K-ras} son els oncogens més fre-
guentment activats en tumors humans. Sen gens altament
conservats al ilarg de levolucid que codifiquen proteines de
185-186 aminoacids lligats a la membrana (p21). AQuestes pro-
[eines, que posseeixen una alta afinitat per GTP | GOP, actuen
com a mediadores del senyal entre receptors Lirosing cnasa
de la superficie cellular i 1a cascada de serina treoning cinasa i
activen lexpressié de factors nuclears fonamentals en la re-
gulacié de la proliferacid i la diferenciacio ceHulars. La translo
€acio de les proteines Ras a la cara interna de 13 membrana
plasmatica és un factor critic a hora de poder realizar la
seva activitat bioldgica. Lassociacié amb la membrana és
conseqliencia de tres modificacions posteriors a la raduccid
ifarnesilacio, protedlisi | carboxilmetilacio). Aguestes modifica-
cions augmenten la hidrofobicitat de les proteines i pro-
mouen la interaccid especifica entre les proteines Ras i les se
ves proteines reguladores.

El potencial maligne d'aguests oncogens sactiva per miga de
mutacions puntuals {canvis d'una sola base) en els codons 12,
13 1 61, que condicionen canvis d'un sol aminoacid en 1a se-
qiléncia de la proteina. AQuestes Mutacions motiven que les
proteines guedin activades de forma constitutiva unida a GTP.
Estudis previs han demostrat que la majoria (70 90%,) dels car-
cinomes de pancrees exocii en 'home contenen una mutacié
en el codo 12 del gen ¢K-ras {revisat en 5). Aquesta mutacié
€5 déna en els estadis precoqos i tardans de la tumongines
pancreatica. Lalta ncidéncia de mutacions en els tumors del
pancrees exocn suggereix que aguesta alteracio podna ser




atil, & nivell cinic, com a marcador molecular tumoral a nivel
tissular®. Tot i aixi, la deteccid de lalteracio en lesions ce po-
tencial maligne no conegut iper exemple, hiperplasia de céliy-
ies mucinoses) mha questionat 1a urilitat™.

El receptor per al factor de creixement epidérmic (EGFRI. Els
factors de creixement regulen, entre altres funcions, la profife-
racio ceHular per miga de la unio complexa amb recepiors es-
pecifics en la membrana cellular. Aquests receplors posseel-
Xen una porcié extraceliular que suncix al lligand, una altra de
transmembranosa que l'ancora a la cellula i una de tercera in-
traceMular, que en molts ¢asos té activitat Lrosing €inasa.
Comparteixen aquestes caracteristiques els receptors per al
factor de creixement epidérmic (epidemial growth factor o
LGR), ¢l factor de creixement dels fibroblasts ifibroblast growth
factor o FGF), 1 ¢l factor de creixement derivar de les plaguetes
{platelet-derived growth factor o PDGF), a mes de dos recep-
tors més relacionats amb IEGE denomminats c-erb B-2 1 c-erb B-
3, El receptor per a EGF €5 una proteina important que controla
nombrosos processos bioldgics en la céllula ductal pancreati-
ca. LEGF i el factor de creixement transformador alfa (rransfor-
ming growth factor-gifa o TGF-¢) s6n els seus dos ligands meés
ben coneguts. | TOMR sembla jugar un paper important en el
¢ancer de pancrees en trobar-se sobrecxpressat en el 30-50%
dels tumeors primarns 1 de linies cellulars tumorals pancreati-
ques. A més, aquesta sobreexposicic sha trobat en les céllu-
les ductals presents en espécimens de pacients afectats de
pancreatitis cronica. Mentre que el nivell d'expressio dEGFR €5
baix en la célula pancreatica normal, en cekules turnorals
existeix 1a sobreexposicio simultania dEGHTGFa | GEGER, fet
que suggereix lexisténcia duna esumulacic autocrina en
aquesies cellules tumorals®. Encara os desconeix de quina ma-
nera la sobreexposicio de IEGFR contribueix a la promocic i el
desenvolupament negplasic!. Lamplificacic génica 1 el reorde-
nament del locus EGFR sén alteracions freqients en alguns tu-
mors. Per contra, en el (P, lamplificacié del gen és rara fet pel
qual la sobreexposicio d'aquest gen és el resultat duna regula-
i a l'aka de la seva expressio.

Gen supressor p53. £l gen supressor p53 és el gen que amb
més frequéncia ¢s Lroba alterat ¢n els tumors humans. La
proteina P53, un factor de transcripcio nuclear, desenvolupa
un paper molt important en fa regulacié del cicle celllar, ja
que promou la parada del cicle celular en la fase G1. Aquesta
parada permet a la céllula la posada en marxa dels mecanis-
mes encarregats de reparar els danys produits ¢n el DNA o, |
no rhi ha, incloure 1a cascada apoptolica. Daquesta manera,
impedeix gue les alteracions quedin fixades en el genoma de
la coblula; per aquests motius, es considera que la proteing
P53 fa un paper de semafor cellular. Ef dany en el DNA, dife-
rents situacions destrés cellular i altres estimuls, incremen-
ten lexpressio de la proteina £53, la qual, de forma divecta, in-
dueix 13 transcripcio de diferents gens que codifiguen

Gabries Capella i Félix Luis - Biologia mclecular del cA-cer 0e parcrees

proteines implicades en el control del cicle celular iper exem-
ple, p21) © en la reparacio del DNA {per exemple, GADD45). Les
ceHules amb la funcio ps3 alterada o absent no frenen en
fase G1 despres de rexposicic a diferents agents genotoxics,
fet pel qual acumulen mualkipies mutacions que poden conduir
a la ransformacié neopplasica.

Fi gen pS3 necessita que sinactivin, en Iz majoria dels Casos,
les dues copies del gen. Els mecanismes mes frequents di
nactivacio son les mutacions mes puntuals o les pérdues
alléliques. Entre el 30 i el ¥0% dels carcinomes de pancrees
contenen mutacions en el gen p53%7. Les mulacions en el gen
p53 que armb més freqiéncia es detecten en els caranomes
de pancrees (mes del 90%) sén substitucions de bases {mis-
sense mutarions) gue es localitzen en els dominis conservats
de la proteina (exons 5-8} i que comporten la substitucio d'un
amincacid per un altre. aquests canvis peden ser tant transk-
cions {canvi duna pirimidina per una altra) Com Lransversions
{canvi duna pirimidina per una purina o viceversaj. Aproxima-
dament &l 30% de totes les mutacions en els tumors de pan-
crees san transicions: aquest valor és un punt mig entre lalta
proporcid detectada en el cancer de colon i recie (/0%) 1 1a
baixa incidéncia reportada en els caronomes de pulmé. A di-
feréncia dels trmors de cdlon | recte, en els tumors ¢ pan-
crees existeix una proporcio significativa de mutacions in-
tragénigues frameshith, la majoria de delecions gue os
detecten en regions rigues £n GpC o homocopolimers’.

Gen supressor plé. La progressio durant el cicle cellular ¢sta
regulada per una familia de proteines complexes: les cinases
dependents de ciclines (cyclin-dependents kinases ¢ (DKs),
que contribueixen a la formacio de diversos punts de control
0 checkpoints definits (revisat en 12). Lls complexos COKs €5
tan formats per una subunitat catalitica amb activitat ¢Onasa i
una subunitat reguladora anomenada acdlina, En les céllules
nhumanes s'han descnt multiples COKs implicades en el control
del cicle cellular, Lactivacié de la COK4 per la cding D1 deter-
mina la progressic en G després de produir-se la hiperfosfori-
lacié de la proteina de! retinoblastoma (Rb). El complex
CDK2/cicling F també participa en la fase G1. La progressio en
la fase S il'entrada en la fase M necessita, respectivament, els
complexos COK/2 Ciclina A 1 CDC/ Cicling B (186, 187}, La nacti
vacio de les CDKs pot donar-se per diferents mecanismes
com son: regulacié a la baixa dels niveils de 1a aroteing, per
fosforilacic 1 defosforilacio, o per InteracCié amb profeines in-
hibidores de cinases dependents de ciclings (cydin-dependent
inhibitors, CKIsy. Aquesies CKI son un conjunt de proteines COK/
ciclines, que inhibeixen aixi 1a progressié durant la fase G1.

Ll gen p16 (p16™% COK41, COKNZ 0 MTS0) lucalitzat en el Cro-
mosema 9, 9p21, és un inhibidor especific de les (DK4 i les
{DK6. AQuest gen SUpPFessor es caracteritza perque, en moltes
gcasions, es produeix 13 inactivacié dels seus dos allels per
pérdua en 'homozigosi. Les dades de que es disposa indiquen
que la inactivaci del gen pié és especifica de teixit | diversos
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tipus de tumars (esofag, melanomes, carcinomes de pulma)
presenten und alta freqliéncia de mutacions. A més, shan de-
tectat alieracions en la linia germinal d'aquest gen en alguns
pacients amb melanoma familiar. En el 80% deis adenocardi-
NoMmes de pancrees, aix com en linies celdulars, s'han detec-
tat alicracions en aquest gen. Mentre gue 13 incidéncia de
mutacions en el gen p16 en carcinomes de pancrees €5 molt
elevada, existeixen poques evidéncies dexpressio anormai
del producie del gen del retinoblastoma en aguests tumors.
Aquesta relacié inversa entre l'estat mutacional del pié i del
Rb és logica, Ja que tots dos formen part de la mateixa via de
control del acle cellular.

Alteracions en la traduccio de senyals de TGF-beta: els
gens Smad4 (DPC) i p15. 1.a resisténcia a laccié inhibidora
del TGf-beta €s una caracteristica comuna a moltes céllules
wmorals. Recentment sha descnt en el cromosoma 18
(18p21.1) lexisténcia del gen Smad4 (DPC4), candidat a gen su-
pressor umoral, que presenia delecions en homozigosi en ¢l
30 % dels tumors pancreatics. Aquest gen pertany a la familia
dels gens Smad, proteines gue juguen un paper fonamental
en la via de transmissio del senyal iniciat per 1a unié dal TGFR1
amb ¢l seu receptor, que posseeix activitat senina trevning cr
nasa. Shan identificat, com a mimim, tres membres inés d'a-
questa familia de gens en humans dels quals es desconeix si
estan alterats en ¢l CP.

El gen supressor p15, un altre gen implicat en la traduccio de
senyals iniciada per TGF-beta, es troba inactivat en una pro-
porcia significativa d'aquests tumors. En resposta a la TGF-
beta les concentracions de pis, un inhibidor dek complexos
ciclines 7 COKs, esta elevada. Bt gen pi5 s localitza en la regio
9p21, prop del gen p16. Ates que les delecions homozigoti-
ques en ¢l gen pié s'estenen, amb frequéncia, fins a la zona
del gen p15%, es pensa que ia delecid simultania dels dos
gens podna ser maolt frequent. Tot i aixi, la incidéncia real d'al-
Teracions en aquest gen encara no ha estat establerta.

Diagnostic molecular del cancer de pancrees

La localitzacio retroperiloneal del CP motiva una simptomato-
logia tardana 1, & vegades, inespecifica que en dificulta el
diagnostic. Els métodes de diagnostic per la imatge (l'ecogra-
fiz o la tomografia computeda (TC), que permeten la identifi-
cacio de masses pancreatiques, son els que proporcionen una
major eficacia diagnostica quan se sospita CP. Tan l'ecografia
com la TC permeten la pundig-aspiracio percutania de qualse-
vol Massa pancreatica i labrendid d'un material que possibili-
ta un diagnastic histolpgic definitiu en una proporcid impor-
tant d'aquests pacients.

mMutacions en el gen K-ras en puncié-aspiracio-biopsia de
masses pancreatiques. £l materiai obtingut per mitia de pun-
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cig-aspiracié-biopsia percutania de wmors pancreatics és ia
primera mostra que s'obté d'aquest tumar i, sovint, és 10nic
teixit disponible per a realitzar lestudi histopatologic. Malgrat
I'atta sensibilitat de Fexamen citoldgic del matenal fresc i en
bloc cellular, el citopatdleg no sempre pot proporcionar un
diagnostic definitiu,

A Hospital de la Santa Creu ) Sant Pau $'ha analitzat la utilitat
de les mutacions en €l gen K-ras en el material obtingut de
puncions aspiracions pancreatiques amb guia ecografica o TC
de masses pancreatiques en 93 malalts atesos en l'esmentat
centre entre gener de 1985 1 desembre de 1991 (51 homes, 42
dones; edat migana 62,1 + 133 anys). E! diagnostic morfoldgic
es va dur a terme per mitja d'una extensic convencional i
Dloc cellular. Les mutacions en el gen ¢-K-ras (codon 12 es
detecten per mifja de la técnica de RELP/PCR que permet de
detectar 12 mutacio encara que nomes sigui present en ¢l
25% dels allels analitzats. El diagnostic de cancer de pancrees
€s va establir si: @) hi havia bibpsia quirdrgica positiva per a
carcinomes 0 tumors amb conegut potencizl maligne (per
exemnple, adenomes), ¥o b) mort durant el primer any des del
diagnostic amb evolucié clinica compatible amb cancer termi-
nal. El seguiment. Clinic va ser complet en tots els malalts. £n
76 dels 93 malalts {81,7%) es va confirmar l'existéncia de ne-
oplasia. En 4 malalts es va diagnosticar tumors endocring. Fn
13 Casos (17%;) el diagnostic final va ser malaltie no neoplasica
{pancreatitis cronica amb Masses quistoses en Cing, quists de
desapariad espontania en sis i pseudoguists en dos).

l.a citologla va identificar célHules malignes en 46 casos sense
falsos positius i 43 casos es van dictaminar com a negatius
{17 veritables negatius o VN, | 26 falsos negatius ¢ FN, 15 dels
quals amb céllules atipiques). £5 va poder extreure DNA per a
realitzar 'analisi de les mutacions en 88 dels 93 casos (94%).
La murtacio es va detectar en 42 casos (41 carcinomes i 1 cis-
roadenoma). 46 Casos van ser negatius (17 VN i 29 FN). L'analisi
de la mutacio va contribuir al diagndstic, en confirmar la
presénca de céllules neoplasiques, en 15 Casos (13.9%): 7 de
15 citologies sospitoses, 3 de 22 citologies negatives i 3 dels 4
€asos que €l patbleg va considerar no valorables. Aquests re-
sultats, obtinguts d'una série amplia, suggereixen que fa de-
teccig de muiacions en l'oncogen K-rgs pot sor utl com a
marcador tumoral a nivell tissular, ja que pot millorar l'eficacia
diagnostica de la citologia en lanalisi morfologica de les pun-
CIoNS-aspiracions-biopsies de masses pancreatiques, sense
falsos positius. Aquesta teCnica estaria indicada quan 1a citolo-
gia mostra 1a preséncia de ceéMules atipigues o aparentment
penignes. En Ia série estesa no shan detectat Imutacions en
aspiracions amb hiperplasia de céllules mucinoses, una ¢enti-
tat patologica de potencial maligne desconegut' tal com ha
estal préviament descni en FNA'M o secrecions pancreati-
ques'. Aquestes diferéncies poden ser a causa del tipus de
poblacid nclos en els diferents estudis. La interpretacio dels
resultats de l'analisi molecular ha de tenir sempre en compte
la resta de la informadio clinica del pacient.




Mutacions en el gen K-ras en altres mostres biologiques:
suc pancreatic, sang periférica i femtes. £l diagnostic prime-
renc del CP necessita exploracions mes sensibles 1 entre les
que tenen un major potencial destaca l'estudi cirologic del suc
pancreatic obtingut durant la colangiopancreatografia retro-
grada (CPRE). La sensibilitat de Ia CPRE amb estudi citologic del
SUC pancreatic es del /6% 1 augmenta fins al 90% quan el tu-
mor esta localiczat en el cap de la glandula. Aquesta técnica
comporta una alternativa diagnostica en els casos en qué no
és possibie obtenir una pUNCIS Citologica o una bidpsia del -
Mo

La sensibilitat de la CPRE amb estudi ¢itoldgic del suc pancrea-
tic &5 pot tambeé incrementar si es complementa amb l'estudi
gendtic de la deteccié de mutacions del gen K-ras. She ava-
luat, de forma preliminar, la utilitat diagnostica de 13 deteccio
de mutacions en suc pancreatic en 28 pacients utiliczant tec-
nigues convencionals. Mentre que la citologia nomeés va iden-
tificar céllules maltignes en 3 dels 13 carcinomes estudiars, les
téeniques convencionals van deteCtar mutacions en 9 de 13.
'anahsi molecular va aportar informadcic dinica addicional |
decisiva en dos d'aquests ¢asos. Ln uns altres dos casos es va
detectar la mutacio en ahséncia duna alira evidéncia de ne-
oplasia; el seguiment d'aquests pacients ens ajudara a inter-
pretar squests resultats. Finalment, en 7 casos de patologia
pancreatica no maligna ni la citologia ni lanalisi molecular van
obtenir falsos positius.

Quan es 1racta de detectar céllules neoplasigues ¢n preséncia
duna quantitat important de ¢CHules normals son necessa-
ries técniques de deteccio de major sensibilitat. Amb agquesta
finalitat s'han desenvolupat diferents metodologies dalta sen-
sibilitat per a la deteccié de mutacions basada en modifica-
cions de la técnica original de fa PCR o en la combinacis de
tecnigues de deteccid de mutacions amb immunoexr-accid
de céllules tumorals. Utilitzant aquestes tecniques dalta sen-
sibilicat on suc pancreatic sha millorat 1a sensibilitat al
diagndstic fins al 90%. Tot | aixi, es detecten les mutacions en
una proporcic elevads (3 de 7) de pacients diagnosticats de
pancreatitis cronica, Lespecificitat de les mutacions en els
gens ras per al teixit tumoral ha estat questionada per la de-
teccio de mutacions en secrecions pancredtiques de pacients
amb hiperplasia de céllules mucinoses, una entitat dinicopa-
toldgica associada a la pancreatitis ¢ronica i el potencial ma-
ligne de la qual és encara desconegut. En aquests pacients, la
deteccid de mutacions ne €s indicativa de malaltia neoplasica.
Tot i aixi, es possible que ens proporcioni informacio sobre el
subgrup de pacients afectats de pancreatitis cronica que pre-
senten un risc augmentat de desenvolupar neoplasa.
Finalment €s important de recordar que per mitia d'aquestes
técniques ha estat possible de detectar mutacions en mos-
ires obtingudes de forma no invasiva: shan detectat muta-
cions en ceHules circulants en sang periférica, i fins i tot en
plasma de pacients afectats de cancer de pancrees fet gue
obre la possibilitat de confirmar el diagnostic de neopiasia de
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PANCTEes &N preséndia de masses pancreatiques sense Neces-
sitat de practicar una puncié™. A mes, ¢s possible de detectar
aquestes mutacions en cellules exfoliades del conducte pan-
creatic identificades en les femtes d'aquests pacients, fet que
constitueix una nova opcio per al disgndstic no invasiu™

En resum, la deteccié de mutacions en el gen K-ras ha obert
el cami del diagndstic molecular del cancer de pancrees: g)
pot complementar el diagndstic dtaldgic Classic en ¢l mate:
rial obtingut per mitia de puncid-aspiracio-biopsia de masses
pancreatiques; b) permet, en un subgrup d'aquests pacients,
un diagndstic precog del cancer de pancrees: ¢) €s la primera
alternativa real al diagndstic no invasiu de 12 malaltia per
mitja de la deteccic de mutacions en sang periferica. binal-
ment, €s important de recordar que aquests ¢studis estan en
constant evolucid i que les mutacions, en un determinat con-
text dlinic, poden no estar indicant la preséncia de necplasia
{benigna o maligna), sind que poden permetre la identificacio
d'aquells pacients amb pancrealitis cronica amb un risc supe-
rior de desenvolupar carcinomes de pancrees.
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CANCER DE PANCREES

La deteccio de mutacions en el gen K-ras ha obert el cami
del diagnostic molecular del cancer de pancrees: g} pot
complementar el diagnostic citoldgic classic en el material
obtingut per mitja de puncio-aspiracié-biopsia de masses
pancreatiques; b) permet, en un subgrup d'aquests
pacients, un diagnaéstic primerenc del cancer de pancrees;
¢} és [a primera alternativa real al diagnostic no invasiu de
la malaltia per mitja de la deteccio de mutacions en sang
periférica. Es recorda que aquests estudis estan en
constant evolucio i que les mutacions, en un determinat
context clinic, peden no estar indicant la preséncia de
neoplasia (benigna o maligna), sind que poden permetre la
identificacio d'aquells pacients amb pancreatitis cronica
amb un risc superior de desenvolupar carcinomes de
pancrees.

CANCER DE PANCREAS

La deteccion de mutaciones en el gen K-ras ha abierto el
camino de diagnostico molecular del cancer de pancreas:
a) puede complementar el diagnostico citologico clésico
en el material obtenido mediante puncién aspiracion-
biopsia de masas pancreaticas; b) permite, en un subgrupo
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de estos pacientes, un diagndstico temprano del cancer de
pancras, y ¢) es la primera aiternativa real al diagnostico
no invasivo de la enfermedad mediante la deteccion de
mutaciones en sangre periférica. Se recuerda que estos
estudios estan en constante evelucion y que las
mutaciones, en un determinado contexto clinico, pueden
no estar indicando la presencia de neoplasia (benigna o
maligna), sine que pueden permitir [a identificacién de
aquellos pacientes con pancreatitis cronica con un mayor
riesgo de desarrollar carcinomas de pancreas.

CANCER OF THE PANCREAS

The detection of K-ras gene mutations opened the way
toward the molecular diagnosis of pancreatic cancer,
Molecular diagnosis a) can be used to complement
traditional cytologic diagnosis of specimens obtained by
needle or aspiration biopsy of pancreatic masses, b)
allows early diagnosis of pancreatic cancer in some
patients, and ¢} is the first truly non invasive diagnostic
alternative for this disease, based on detecting mutations
in peripheral blood. Research is evolving continuously and
mutations in a specific clinical setting may not indicate the
presence of neaplasia (benign or malignant} but rather
may screen for patients with chronic pancreatitis or
greater risk of developing carcinoma of the pancreas.




BASES MOLECULARS DEL CANCER DE MAMA

Pedro | Fernandez®

[l carcinoma mamari és un problema médic despecial re-
llevancia en e nostre entorn, No NOMEs per la seva incidéncia
SING també per les connotacions personals i sodials que impli
ca. Aixd ha poriat al fet que shagi incrementat l'esforg inves-
tigador por a intentar de descobrir-lo €l més precogment pos-
sible i a tractar-lo de 1a manera més efectiva. Noves tecn.ques
analitiques i dimatge, | innovadors régims quimioteranics i 13-
dioterapics, han produrt un gran aveng en aquest sentit. Perd
no hi ha dubte gue per a progressar en el coneixement d'a-
quest | galtres processas neoplasics sha de buscar el coner
xement dels més intims processos cellulars alterats en 1a
neoplasia, que €s on )a investigacio basica estableix els
fonaments per a avangos en altres camps.

Avui se sap que existeixen alteracions moleculars a diferents
nivells 1 en difercnts aspectes biologics de la céllula. Per
exemple, coneixem que gran part de lagressivitat de les
céHules malignes depén de la seva capacitat per a interaccio
nar amb la matriv extracellular (MEC) | que aixd ho aconse
gueix desenvolupant mecanismes dancoratge (receptors de
membrangl 1 sistemes enzimatics de degradacio daquesta
MEC (metalloproteinases, catepsings, et} Perd €s ben cone-
gur que una de les caracteristiques basiques de les céHules
neoplasiques €5 la seva gran capacitat de proliferacio i si $'a-
nalitzen les alieracions genétiques que continuament es des-
criven en aquestes cellules {oncogens, gens supressors) resul-
ta evident que la majoria delles afecten els mecanismes
reguladors del cicle celdular o els gens que conirolen la mort
cellular programada @poptosi).

Mecanismes reguladors del cicle cellular

£l control del cicle cellular i, per 1ant, de la proliferacio es deu
a un sistema complex de reguladors que actuen en diferents
fases de l'esmentat control. Un dels moments mes impor-
tants del cicle cellular és el de la decisio davancar des de la
fase premitdtica G1 a (3 fase de sintesi (fase S) i comengar la
duplicacid del material genétic. Segons estudis recents, un
dels reguladors negatius <ritics en aquest punt és el produc-
te del gen de la susceptibilitat al retinoblastorna (Rb), 1a inac-
tivacié homozigdtica del qual, segons el model de Knudson®,

"'[-)Eaartamcm d'ARatorms Patologica
Hospital Clinic. Barcelona

podna alliberar 2 proliferacid cellular | permetria el desenvo-
lupament neoplasic. Es per aixd que es considera un gen su
pressor. Bl Rb és expressat per tots ¢ls teixits, la seva quanti-
tat no sembla vanar durant el cicle cellular; la seva activilag
inhibitoria és inversa al seu estal de fosforilacid; per tant, la
forma hipofosforilada €5 1a que exerceix faccid inhibidora so-
bre la progressié del cidle cellular?. £l grau de fosforilacio del
Rb és al seu torn regulat per un complex de diverses protei-
nes fa influéncia del qual l'augmenta i, per tant, en disminueix
I'activitat, El complex abans esmentat el conformen les cina-
ses cicindependents (cdks), les ciclines de tipus D, lantigen
nuclear de cellules prohferants (PCNA) i, probablement, alires
reguladors recentment descoberts com ara el pié (MT51} i ¢l
P21 {(WAFY® Aguests dos dltims semblen actuar inhibint 13
capacitat fosforilativa del complex cdkicicling DIFCNA, fet pel
qual també es consideren gens supressors. En canvi, un in-
crement de l'activitat de la ciclina D1, integrant del complex o
actualment considerada un regulador amb capaditat oncoge-
nicat, s capac d'induir una acceleracio del cicle cellular Pert
I'anterior esquema d'efectes resulta en excés simplista a cau-
sa de la probable existéncia entre ells de retroalimentacio
fregulatory loops) que permeten l'activitat moduladora reci-
proca. Aquest és el cas del Rb, lactivitat de la qual és contro-
lada per cdk/Di de 1a forma abans esmentada i que, al seu
torn, sembla intervenir  regulant  l'estabilical  d'aquest
complex’.

Alteracions de qualsevol daguests i daltres reguladors del
sistema de control del cicle cellular son potencials causes
de proliferacio incontrolada i, per tant, de desenvolupament
neoplasic.

Control de 'apoptosi cellular

L'apoptosi 0 “mort cellular programada” €s un proces fisiold-
gic que regula la poblacié cellular en els teixits normals i ne:
oplasics, 1 lalteracio de la qual podna donar lloc també a una
acumulacio cel-lular andmala. €l p53 €3 un gran supressor alte-
rat amb freqiéncia en un gran nombre de cancers humans? i
sembla actuar com a inductor de 'apoptosi en céllules el DNA
de los quals ha esta danyat®, fet que podria compensar altera-
cions del Rb que portin a la proliferacid cellular incontrolada®.
A més, el p53 semibla exercir un iMporiant paper en la regula-
Cio del cicle cellular, que podnia estar mitiangat per la proteina
p21 l'expressio de Ia qual controla, | que la faria estar en l'en-
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Creuament entre els dos mecanismes que controlen la pobla-
Ciy de cellules dels teixits,

Un altre gen relacionat amb l'apoptosi és el bcl-2, lactivacio
del qual es va descobrir inkiaiment en limfomes foliculars i
que OCoiTia per una transiocacié (14:18), L'expressio de la
protcina codificada per aquest gen inhibeix lapoptosi cellutar,
sha planteiat, a mes, que lactivitat apoptotica de ps3 estaria
mitjancada per una inhibicic de bel-21%

Alteracions de gens reguladors de la proliferacio cetfular
€n twImers mamaris

Fn els ultims anys s'han descnit alteracions en la majoria dels
gens abans esmentats en tumors de diferents drgans, entre
ells la mama, | probablement tindran una estreta relacié amb
el desenvolupament de les seves neoplasics.

5€ sap que en carcnomes mamaris existeixen fortes muca-
cions i delecions del gen Rb i del ps3, aixi com activacio del
bel-2Y4 Bl significat prondstic o terapéutic de les alteracions
de Rb en tumors mamaris no €s clar encara, si Dé sha pogut
comprovar que es relaciona amb una activitat proliferativa tu-
moral significativament augmentada'  |'expressic immu-
nohistoquimica de p53, a causa de l'existéncia d'un producte
anomal i inactiu d'aquest gen, sha valorat per alguns com a
factor de prondslic de mata evolucié”. Sembla ser que 1a inac-
Livacio d'aquest gen supressor podria ser ¢lau en els primers
moments de la transformacid neoplasica mamaria en immor-
talitzar les celMules i permetre l'acumulacié posterior d'ano-
malies genenques. 'expressié tumoral de bal-2 sha correla-
cionat amb una millor resposta al tractament hormonal®®. De
la mateixa manera, shan observal anomalies en forma d'am-
plificacié génica i sobreexpressié de la ciclina D1 en un per-
centatge signilicatiu de tUMors mamaris, amb possisies re-
percussions prondstiques™ ®. Stha hipotetitzat fins i tot que la
sobreexpressio d'aguest gen podria ser un possible mecanis-
me de resisténcia al tractament antiestrogénic. Atés que ¢ls
nvells basals de la cichna D1 estan probablement subjectes a
la induccid estrogénica?', el tractament anticstiroideu és pro-
bable que exerceixi una funcio antiproliferativa en disminuir-
los. [n aquells casos en qué el gen d'aguesta ciciing estigui so-
breexpressat, per exemple per lamplificacio, laugment
d'aquest estimulador de proliferacid celiular sobrepassana ia
capacitat de blogueig del tractament2 Recentment, Sha plan-
tejat, a més, que la sobreexpressio del gen de la ciclina D1 po-
dria ser el medador en alguns casos, com en linies cellulars
murines d'epitell mamari transformat, de l'accié del oncogen
fas®, fet amb el qual aquest regulador del cicle cellular podria
siiuar-se en l'encreuament de diversos mecanismes oncoge-
nics.

MEs escassa €s la informacié que es disposa dels gens su-
pressors pi6 i p2i. Recentment sha descrit la freqtient dele-
Ci6 homozigotica del primer en linies cellulars de multiples ti-
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pus de carcinomes, entre ells el de mama, aixi com en tumaors
prirmaris® ' mentre que els conetiements sobve alteracions
de p21 practicament s limiten a estudis in vitros ",

Un altre oncogen que fa anys va despertar gran interé:s com
a predictor dagressivitat bioldgica en cancers mamaris va ser
el neu (c-erB2). La proteina codificada per aquest gen ¢s loca-
litza en la membrana de les céllules i sembla estar relaciona-
da amb la motilitat cellular en expressar-se en efs pseudopo-
des i, mes indirectament, amb 1a proliferacio. Inicialment es va
postular que 1a seva sobreexpressio en caranomes axillars
sense metastasi podna detectar una poblacié que necessita
Una agressivitat terapeutica superior, perd avui es pensa que
no serveix per a predir de forma independent daltres para-
mectres. MEs recentment, es planteja que Iz seva determina-
it podria ser Oul per 3 predir la resposta a certs ractaments
{veure revisid a 25}

£l gen BRCAT sembla intervenir en el 80-90% de casos de can-
cer d'ovari | mamaris familiars, en els quals actua com a un
gen supressor que esiad alterat en linia germinal d'aquests pa-
cients. £l BRCAZ es comporta de manera similar, perd a mes
es vew alterat en €asos esporadics i en carcinomes de mama
masculins. La possibilitat de detectar aquestes anomalies en
membres de families amb aquest tipus de cancers sha plan-
tejat insistentment, peré un Iratge sistematic & encara pre-
matur, atés que es plategen problemes practics a causa de la
mesura i la varietat de possibles mutacions dels gens esmern-
tats, les quals no totes son de significat coneguti?,

Hipotesis i perspectives en 'estudi dels mecanismes
reguladors del cicle ¢cellular

Ates que l'estudi dels mecanismes Caraindgenics in vivo s als
Seus inicis, encara manca una visid global de les alteracions
d'aguest complex sistema regulador en neoplasies humanes,
£s desconeix, per tant, si les anomalies fins ara descntes en
neoplasies mamanes | que afecten a diferents maduladors
del cicle celular, sén suficients per se per a la transformacio |
I3 progressio neoplasica o, com se sospitava, Coincideixen i
cooperen en aguest proces escalonat des de les lesions hi-
perplasiques a (es lesions preinvasives (Carcinema i Sity) i in-
vasives. De forma resumida, es creu que la primera fase de 1a
transformacio neoplasica, tant en Carcnomes mMamans com
en daltres medels turorals, consistinia ¢n la inactivacié de
gens supressors (Rb, p53, BRCA1, BRCAZ) que, sense produir
canvis somatics, donarien lloc a una proliferacio incontrolada i
2 una inestabilitar gengtica (gran fregiiéncia daltres anoma-
lies per perdua dels mecanismes de control de la integritat
gendmica). Aquesta primera fase cstaria facilitada cn aquelis
subjectes que ja hereten anomalies d'algun gen supressor en
les seves céHules normals {linia germinat). La sumacic d'altres
alteracions com l'activacié oncogénica (myce, cclina D1, ney,
etc) podrien ser ¢ls desencadenants definitius de (a transfor-




macio maligna de les céllules, que adquiririen canvis fenoti-
pics d'agressivitat (receptors de membrana, protasal | perme-
trien la invasio local | disseminadid metastasica.

Si s'assumeix l'estadi incipient d'aquests estudis, €5 10gic ad-
metre la incertesa no nomeés sobre el significat biologic, sing
tambe sobre ia possible utilitat ¢linica practica (diagnostica,
predictiva i terapéutica) que l'avaluacio de la majoria dels ele-
ments abans citats pot aportar en el maneig dels pacients. En
qualsevol cas, el coneixement dels factors que cantrolen el ¢i-
cle cellular, encara que en fase preliminar, és prometeder des
del punt de vista clinic. La seva aplicacid en aspectes tan im-
portants com condixer €l ris¢ de la poblacid, la seva relacio
amb factors ¢hnicopatoldgics Ja estudiats en el cancer de
mama, el seu possible valor prondstic sobre lagressivitat -
moral i la seva potencial influéncia en I'eleccio del tracta nent
i en [z resisténcia a farmacs és probable que determinin can-
vis en el maneig d'aquesta malaltia en un futur proxim.
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CANCER DE MAMA

En els carcinomes de mama es donen mutacions i
detecions fregiients del gen Rb i p53, aixi com {"activacio
de bcl-2. Concretament, les alteracions de Rb s'han
relacionat amb una activitat proliferativa tumoral
significativament augmentada; I'expressio
immunohistoquimica de p53, deguda a ia presencia d'un
producte andmal i inactiu d'aquest gen, s'’ha valorat per
alguns com a un factor pronostic de mala evelucic i, per
ultim, l'expressio tumoral de bcl-2 s'ha correlacionat amb
una millor resposta al tractament hormonal. Aixi mateix,
s’han cbservat anomalies, en forma d'amplificacié genica i
sobreexposicio, de 1a ciclina D1 en un percentatge
significatiu de tumors mamaris; s'ha postulat que [a
sobreexposicio d'aquest gen podria constituir un possible
mecanisme de resisténcia al tractament antiestrogen i, a
mes, podria ser el mediador de l'acci¢ del oncogen rgs. El
gen breat sembla intervenir en el 80-90% de casos de
cancer d'ovari i mama familiars, i el br¢a2, a més, esta
alterat en casos esporadics i en cancer de mama masculi;
aixo fa atil el seu estudi en families afectades d'aquest
tipus de cancer. En ¢l futur, el coneixement d'aquestes
ancmalies i la seva repercussio sobre el cicle cellular
permetran valorar €l risc de la poblacic i el pronostic
sobre I'agressivitat tumoral, aixi com la seva influéncia en
Peleccit del tractament i en la resisténcia als farmacs
utilitzats.
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CANCER DE MAMA

En carcinomas de mama existen frecuentes mutaciones y
deleciones del gen Rb y p53, asi como activacion de bel-2.
Concretamente, [as alteraciones de Rb se han relacionado
con una actividad proliferativa tumoral significativamente
aumentada; [a expresion inmunohistoquimica de p53,
debida a la existencia de un producto anomalo e inactivo
de este gen, se ha valorado por algunos como factor
pronastico de mala evolucion y, por tltimo, la expresion
tumoral de bcl-2 se ha correlacionado con una mejor
respuesta al tratamiento hormonal. Asimismo, se han
observado anomalias, en forma de amplificacion génica y
sobreexposicion, de la ciclina D1 en un porcentaje
significativo de tumores mamarios; se ha postulado que fa
sobreexposicion de este gen podria constituir un posible
mecanismo de resistencia al tratamiento antiestrogénico
y, ademas, podria ser el mediador de [a accion del
oncogén ras. El gen brcg parece intervenir en el 80-90%
de casos de cancer de ovario y mama familiares y el
brea?, ademas, esta alterado en casos esporadicos y en
cancer de mama masculing; ello hace atil su estudio en
familias afectas de este tipo de cancer. En el futuro, el
conocimiento de estas anomalias ¥ su repercusion sobre
el ciclo celular permitiran valorar el riesga de 1a poblacién
v el pronodstico sobre [a agresividad tumoral, asi como su
influencia en la eleccion del tratamiento y en [a resistencia
a los farmacos utilizados.
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BREAST CANCER

Mutations and deletions of the Rb and p53 genes, as well
as activation of bcf-2, are common phenomena in breast
cancers. Specifically, changes in Rb have been related to
significantly increased tumor proliferation activity; the
immungchistochemical expression of p53 has been
interpreted by some to be a factor indicating poor
prognosis, due to an anomalous inactive product of the
gene; and finaily, the tumor expression of bci-2 has been
related to better response to hormone treatment.
Likewise, anomalies in the form of amplification and
overexpression of the D1 cyclin gene has been
demonstrated in a significant percentage of breast tumors,
and it has been postulated that the overexpression of this
gene may explain resistance to antiestrogenic treatment
and, further, that it might mediate the activation of the ras
oncogene. The brcal gene seems to intervene in 80 to 90%
of familial ovarian and breast cancers, while brca2 is
altered in sporadic cases and in breast cancer in mern, such
that the study of this gene in families affected by such
cancers might be useful. Further knowledge of such
alterations and their impact on the cell cycle will allow us
to assess population risk and predict tumor aggressivity,
as well as influence choice of treatment and aid
understanding of drug resistance.
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Purant el pnmer semestre de l'any 1998 s'han desenvolupac les se-
glents activitats académiques:

Licd inaugural de curs, a carre¢ de l'académic numerarn Dr. Josep La-
porte i Salas, amb el tema: "La salut 3 Catalunya a tombant de se-
gle" {25 de gener)

Actes de recepcio dels academics numerarns dociors Ricard Castillo
i Cofing {8 de febren), Josep M. Mascard i Ballester (29 de marg) i “ran-
cese M. Doménech | Tormé (24 de maig)

Sessio de lliurament del premi de la Societal Catalana de Trasplan-
taments al br. viceng Marti | Claramunt {17 de marg

| Col-loqui del curs 1998, sobre "Medicaments generics”, coordingt
per l'acagémic numerari Or. Josep A. Salva i Miquel {24 de marg}

I Curs sobre "Lhumanisme en medicing”, dirigit pel Dr. Antoni (a-
talps i Riera, acadermic numerar (27 de marg)

Coliloqui hispanomexica sobre "Arrels de l'activitat mental”, dingir
pels doctors Francesc Garcia-valdecasas | Hugo Aréchiga (31 de
marg + 1 d'abril

Conferéncia extraordinana pel Or. José Alberio Cosia e Silva, drector
de la Divisio de Salut MenLal de I'OMS5 sobre el tema "Programa de la
0OMS para la promocién de 1a Salud Mental” {2 d'abnl)

Il Col-loqui dels Curs 1998, sobre el tema "Importancia del dagnosiic

precos en psiguiatria”, coordingt pels doctors Carles Ballos ) Edelmi-
ra Doménech, académics numeraris (21 d'abnl).
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