t’{

Las alteraciones cromosémicas como
mecanismo de activacion oncogenética

Javier Benitez
Dpto. Genética,
Fundacion Jiménez Diaz, Madrid.

En los dltimos afios se han empezado a conocer las bases moleculares de
las neoplasias humanas al haberse detectado la existencia de genes humanos
con secuencias homdélogas a la de los oncogenes viricos. Estos genes, conoci-
dos como protooncogenes en su forma “no transformante”, pueden llegar a
convertirse en auténticos oncogenes por diferentes mecanismos de activa-
cién; mutaciones puntuales, amplificacién génica, alteraciones cromosémicas
etc. El oncogén ras fue el primer ejemplo que demostré la transformacién de
un protooncogén humano en un oncogén como consecuencia de una muta-
cién puntual. Hoy dia tenemos diferentes ejemplos de este tipo y se sabe que
esta familia de oncogenes se encuentran activados y presentes en aproxima-
damente un 20% de los tumores humanos.

Paralelamente se han ido describiendo otros oncogenes (c-MYC, MYB,
FOS, ERB, ABL etc.) muchos de los cuales tienen un mecanismo de activa-
cién distinto debido en su mayor parte a alteraciones cromosémicas especifi-
cas. Tres son los principales cambios cromosdmicos; translocaciones, inver-
siones y deleciones. Las dos primeras se pueden diferenciar entre: a) aquellas
alteraciones que se encuentran especificamente en determinados tumores
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(primarias), y b) aquellas otras que se pueden encontrar indistintamente en
los diferentes tumores (secundarias). Los puntos de rotura de muchas de las
alteraciones cromosémicas primarias han sido clonados emergiendo una serie
de principios generales del estudio de los genes que se han aislado, entre
otros los oncogenes.

Con respecto a las deleciones la consecuencia suele ser la pérdida de un
gen en uno de los cromosomas mientras que el otro gen se encuentra mutado.
La existencia de estos genes recesivos ligados a un tumor en contraste a los
anteriores, los oncogenes, que se comportan de forma dominante ha dado
lugar al término de, genes supresores tumorales para indicar la condicién de
represores de la expresion del propio gen o de otros genes localizados en
Otros cromosomas.

Finalmente existe otro mecanismo de amplificacién génica relacionado
con unas alteraciones cromosémicas especificas conocidas como HSR (regio-
nes homogeneamente tefiidas) y DM (dobles minutes), que se encuentran pre-
sentes en una amplia variedad de tumores sugiriendo que la amplificacién
génica puede jugar un importante papel en el desarrollo de muchos de estos
tumores.

1. Activaciéon de los oncogenes

Dos son las principales consecuencias a nivel molecular de las transloca-
ciones e inversiones; o bien los genes de las inmunoglobulinas o de los
receptores de células T se sitian en la vecindad de un protooncogén activdn-
dolo y sobreexpresiandolo, o bien la rotura se produce en los dos genes de los
dos cromosomas produciendo una proteina hibrida. Algunos ejemplos de las
dos situaciones se encuentran recogidos en la TABLA L.

Las dos primeras alteraciones cromosdmicas estudiadas desde el punto de
vista molecular constituyen un ejemplo de estas dos situaciones. En la translo-
cacién t (8;14), especifica del linfoma de Burkitt, un protooncogén ¢c-MYC
localizado en el cromosoma 8, se sitda al lado de un gen de las cadenas pesa-
das de las inmunoglobulinas (Ig) localizado en el cromosoma 14, mediante
una translocacién entre ambos cromosomas. El resultado es una activacién del
oncogén al pasar su control a depender del gen de las Ig que es un gen muy
activo dado que estd continuamente reestructurando sus distintos segmentos
genéticos para generar anticuerpos especificos. Muchas otras translocaciones
e inversiones que afectan a los genes de las Ig o receptores de células T resul-
tan en una activacion genética especialmente de genes que son factores de
transcripcién muchos de ellos envueltos en la diferenciacién celular. Sin
embargo hay otras como la translocacién t(14;18) especifica de los linfomas
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foliculares, en la que el oncogén involucrado c-BCL2 es un regulador de la
muerte celular (apoptosis) ; en estos linfomas cuando existe una sobreexpre-
sién de la proteina BCL2, la célula se ve protegida de la muerte permitiendo
de esta manera que se produzcan nuevas mutaciones debido a su mayor super-
vivencia, que terminardn llevando a la célula B a un estado tumoral.

TABLA I .
Algunas alteraciones cromosémicas especificas de determinados tumores
tanto hematolégicos como sélidos.

Sin fusién de genes:

Alteracién Gen afectado Enfermedad Gen reordenado
t(8;14) c-MYC L. Burkitt IgH, IgL
t(2;8)

t(8;22)

t(10;14) HOX-11 LAL-T RCT
t(11;14) BCL-1 LLC-B IgH
t(14;18) BCL-2 L. Folicular IgH

invl4 TCL-1 LLC-T RCT

t(14;19) BCL-3 LLC-B IgH

t(5;14) II-3 LAL preB IgH

Con fusién de genes:

Alteracién Gen afectado Enfermedad

t(9;22) ABL/BCR LGC

t(15;17) RARA/PML L. Promielocitica
t(4;11) MLL/AF4 L. A. Linfoblastica B
t(11;19) MLL/ENL L. A. Linfobléstica B
t(8;21) AMLI/ETO L. A. Mielobléstica
t(6;9) DEK/CAN L. A. Mieloblastica
invl6 Miosina L. A. Mieloblastica
t(2;5) NPM/ALK L. Hodgkin

inv10 RET Varios

t(11;22) FLI1I/EWS S. Ewing

t(X;18) SYT/SSX S. Sinovial

LAL: Leucemia aguda linfoblastica. LLC: leucemia linfoide crénica.

LGC: leucemia granulocitica crénica.
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La génesis del cromosoma Filadelfia (Ph) en las leucemias granulociti-
cas crénicas como consecuencia de la translocacién 9;22 es otro ejemplo
diferente de como la fusién de parte de un protooncogén c-ABL localizado
en el cromosoma 9, con parte de un gen BCR localizado en un cromosoma 22
da lugar a una proteina hibrida con propiedades diferentes de las originales,
en este caso una actividad tirosin quinasa muy incrementada. Este es posible-
mente un mecanismo mas frecuente que el anterior en la tumorogénesis y
afecta no solo a los factores de transcripcién sino también a otros genes. Un
ejemplo interesante lo constituye la translocacién 15;17 en las leucemias pro-
mielociticas donde el gen RARA (receptor del 4cido retinoico) se une con un
gen localizado en el cromosoma 17 conocido como PML. RARA es un recep-
tor nuclear que se une al dcido retinoico; la proteina hibrida puede afectar a
la transcripcién de una serie de genes dependientes del 4cido retinoico e
importantes para la diferenciacién mieloide. En este sentido, la nueva terapia
en las leucemias promielociticas con 4cido retinoico ha sido muy importante
al comprobarse una rdpida maduracién del promielocito permitiendo una
diferenciacién posterior rdpida y normal.

La extrapolacién de estos conocimientos a los tumores sélidos muestra
que la mayor parte de las translocaciones que se observan en los diferentes
tumores estdn asociadas a la formacién de una proteina hibrida. Los sarco-
mas constituyen un buen ejemplo al ser bien conocidos desde el punto de
vista citogenético y molecular. Asi, en el sarcoma de Ewing, la translocacién
11;22 fusiona una regién rica en residuos serina, tirosina de un gen EWS a
otro gen FLII del cromosoma 11, en un dominio de unién al DNA y de acti-
vacioén de transcripcién, ambos componentes cruciales de la tumorogénesis.

2. Genes supresores

Frente al esquema de dominancia y ganancia de funcién de los oncoge-
nes, no encontramos con otro concepto diferente que es el de recesividad y
pérdida de funcién caracteristico de grupo de los genes supresores. Aqui es
necesario una pérdida de funcién de los dos alelos, generalmente con una
mutacién germinal y posterior pérdida del otro alelo mediante delecién cito-
genética o molecular. El cldsico gen recesivo seria el gen Rb del retinoblasto-
ma del que desde principios de los afios 70 se postulaba que era necesario
una doble mutacion para que el gen perdiera su actividad. Estos datos se con-
firmaron a finales de los 80 y principios de los 90 con técnicas moleculares
observandose que era necesario una doble mutacién (o delecién-mutacién, o
doble delecién) para reprimir la actividad génica. Actualmente existen un
gran nimero de ejemplos de estos genes que estdn presentes no solo en los
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cénceres familiares como Rb, en poliposis de colon familar (gen APC), cén-
cer de mama familiar (genes BRCA1 y 2) etc., sino también en una amplia
variedad de tumores y leucemias como P.53 en tumores s6lidos y linfomas,o
el gen ALG localizado en cromosoma 5 y caracteristico de las leucemias
especialmente de tipo mieloide con la alteracién 59-(TABLA II). Aunque en
este caso no se conoce todavia el gen relacionado, es facil suponer que una
alteracién constante definida como una delecién 5q- pueda tener una segunda
mutacién en la misma via que el Rb o APC. Con respecto a P.53 es uno de
los genes supresores mas importantes de la actualidad por su capacidad de
comportarse como “dominante” aun cuando se trata de un gen supresor. La
funcién de P.53 estd centrada en el control de la iniciacién de la sintesis de
ADN. Una célula en condiciones normales que ha sufrido un dafio en su
ADN, sufre una parada antes de iniciar la sintesis que permite o bien la repa-
racién del DNA o bien la muerte celular si el dafio ha sido grande. Cuando
no existe funcién de P.53 la célula entra en divisién atin cuando no esté en
condiciones para ello produciéndose un acumulo del dafio cromosémico.

TABLA 11

Algunos genes supresores involucrados en tumores humanos
y relacionados con deleciones cromosémicas

Gen supresor locus Enfermedad

RB1 13q Retinoblastoma

WT1 11p Tumor Wilms

DCC 18q Céncer Colon (poliposis)
APC 5q Céncer Colon (poliposis)
BRCALI 3q Céncer Mama

BRCA2 13q Céancer mama

NF1 17q Neurofibromatosis 1
NF2 22q Neurofibromatosis 2
MEN 10q tumores endocrinos

P.53 17q varios

3. Amplificacién génica

La amplificacién génica es un mecanismo por el cual la expresion de un
determinado producto génico puede estar incrementado sin cambios en su
regulacién transcripcional. Estas amplificaciones génicas estdn unidas a dos
alteraciones citogenéticas especificas de los tumores que son las HSR y los
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DM. Si bien en células cultivadas las HSR y DM estdn asociadas a resisten-
cia a drogas citotdxicas, in vivo, especialmente en tumores sélidos, las HSR
y DM son un reflejo de amplificacién oncogenética; AKT2 es un gen que se
suele encontrar amplificado en tumores de ovarios; c-MYC por el contrario
tiene un espectro tumoral mas amplio pudiendo estar relacionado con el esta-
dio de progresién tumoral y metéstasis y considerado como un marcador de
valor prondéstico.

4. Aplicaciones clinicas

La identificacién de determinados marcadores cromosémicos tiene un
especial valor diagndstico y prondstico, dado que en el primer caso ayuda al
diagnéstico clinico de muchos tumores hematolégicos o sélidos, y en el
segundo contribuye a establecer unos criterios evolutivos de la enfermedad.
Sin embargo en muchas ocasiones las técnicas citogenéticas no tienen la sufi-
ciente sensibilidad para detectar una alteracidn concreta bien porque se obtie-
ne un bajo nimero de metafases, bien porque la morfologia cromosémica es
muy mala o bien porque el paciente se encuentra en remisién parcial y pre-
senta un bajo porcentaje de células tumorales inalcanzables para el ojo y las
técnicas convencionales. '

Las técnicas moleculares han venido a solventar en gran medida estas
limitaciones dado que es posible la identificacién de estas alteraciones
mediante anélisis molecular de la muestra tumoral para estudiar los reordena-
mientos producidos como consecuencia de esas translocaciones, inversiones
y deleciones. Asi, la t (9;22) o lo que es lo mismo el cromosoma Ph se puede
detectar con técnicas de Southern blot (SB) utilizando para ello sondas de
DNA de la regién de BCR en el cromosoma 22. La deteccién de bandas dis-
tintas de las observadas en poblacién control es indicativo de que se ha pro-
ducido una variacién de esa zona a nivel molecular, compatible en este caso
con un cromosoma Ph. Lo mismo ocurre con las alteraciones cromosémicas
vistas anteriormente, ya que todas ellas pueden identificarse con técnicas de
Southern. La ausencia de bandas aberrantes en estos mismos pacientes seria
indicativo de un proceso en remisién. Sin embargo la resolucién del SB es
limitada (mas de un 10% de células tumorales), requiere de varios microgra-
mos de DNA para el estudio y en general de una bateria de 2 6 3 sondas para
tener una confirmacién diagndstica. Todos estos datos hacen que esta técnica
tenga también sus limitaciones especialmente cuando se quiere valorar la
evolucién de un paciente o la deteccién de enfermedad minima residual.

Para solventar este problema se puede acudir a los estudios con PCR a
partir de RNA obtenido del propio material tumoral a estudiar y posterior
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transcriptasa inversa para obtener un c-DNA factible de estudio. Mediante
esta técnica RT-PCR se pueden identificar alteraciones cromosémicas a nivel
molecular en pacientes aparentemente normales desde el punto de vista cito-
genético y en consecuencia monitorizar la enfermedad minima residual. De
esta manera la leucemia promielocitica ha sido una de las grandes beneficia-
rias dado que la translocacién t(15;17), especifica de la misma, es de dificil
deteccidn con técnicas citogenéticas inclusive en la fase diagnéstico, requiere
al menos tres sondas con SB si se usa esta técnica como alternativa, y en
consecuencia la posibilidad de seguir la evolucién del paciente presenta sus
limitaciones. Con la RT-PCR todo ello se ha superado siendo diagnéstica de
la translocacién en el 100% de los casos, e incluso detectando ésta en pacien-
tes aparentemente en remisién completa.

Con respecto-al tratamiento el asunto es mas complejo dado que la
mayor parte de las protefnas son nucleares o intracelulares siendo necesaria
la introduccién de agentes terapéuticos dentro de la célula tumoral. Las estra-
tegias terapéuticas estarian basadas en interferir cualquier paso a nivel de
transcripcién, traduccién y funcién de la proteina. En este sentido el trata-
miento con 4cido retinoico en las leucemias promielociticas constituye un
buen ejemplo de como el conocimiento de la funcién de la proteina quiméri-
ca puede ayudar a disefiar una estrategia terapéutica.

5. Referencias

1. Carbone DP (1994). Oncogenes y genes supresores tumorales. Hospital
Practice (ed. espafiola) 9:7-15. Sandberg AA (1990) The chromosomes
in human cancer and leukemia. Elsevier, New York.

2. Young BD (1992). The molecular genetics of hematological malignancy.
Clin Hematolol 5, 792-963.





