Transformacion celular y tumores

« Proto-oncogenes, oncogenes

+ Genes supresores

« Control del ciclo celular

« Pasos en el proceso de formacién de una célula tumoral

« Cambios genéticos en el desarrollo del carcinoma de colon
— Influencia del mesénquima en el desarrollo de tumores epiteliales

+ Clasificacion molecular de los tumores

Caracteristicas de las células en cultivo
(paralelo a lo que ocurre in vivo)

« células Normales primarias : sobreviven poco tiempo en cultivo
(dias a semanas)
« células Inmortalizadas (lineas establecidas): inmortalizadas, pero no
transformadas
« dependencia de anclaje (prefieren adhesién a placa de cultivo)
« dependencia de suero (requieren factores de crecimiento)
« inhibicién por contacto (paran de crecer cuando estan a confluencia)
« células Transformadas forman tumores cuando se inyectan a animales
pero no necesariamente invaden, dan metastasis y matan
* no necesitan anclaje para dividirse
« menor dependencia de factores de crecimiento
« no tienen inhibicién por contacto
+ células Tumorales y metastasicas: compl 1te transfor
e inyectadas a animales migran, invaden tejidos,
dan metastasis y matan al animal

d

4

Inhibicion por contacto

MNormal cells

| proliferation
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Genes responsables de la transformacion celular
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Proto-oncogenes \*"

— Crecimiento celular
Genes supresores de - controlado
tumores

Tumores

Oncogenes activados ++

o mutados -
> Transformacion tumoral
P L s

Perdida o mutacién de-=**
genes supresores

Oncogenes son generalmente dominantes (ganancia de funcién)

* proto-oncogenes mutados (and “activated”)
* proto-oncogenes capturados por retrovirus
y mutados en el proceso
« genes virales propios del virus que se comportan como oncogenes

Genes supresores de tumores son recesivos (pérdida de funcién)

« pérdida de un gen o regién cromosémica por delecciéon
« pérdida de la funcién génica por mutaciones puntuales que inactivan

Virus transformantes

Clase de virus tipo genoma Oncogenes
adenovirus ds DNA E1A & E1B
papovavirus ds DNA Antigeno T

SV40 (mono)
Polioma (humano)

Papilomavirus Humano ds DNA E6 y E7 inactivan
(HPV) 16 (cervix) p53 y pRb
retrovirus ss RNA proto-oncogenes

mutados (oncogenes)




ORGANIZACION GENICA DE UN RETROVIRUS

gag pol env
5 LTR [ [ LTR 3’
ORGANIZACION GENICA DE UN RETROVIRUS
TRANSFORMANTE

gag pol env v-onc
5 [ [ [ LTR 3

gag = antigeno especifico de grupo
pol = transcriptasa inversa

env = envelope (cubierta del virus)
LTR= regiones promotoras

onc = oncogen

Organizacion génica de un proto-oncogen celular c-onc
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13 mRNA

Oncogenes virales derivados de genes celulares normales

Retrovirus oncogen viral proto-oncogen celular
virus sarcoma de Rous v-src c-src (src)
sarcoma de monos v-sis c-sis (sis)

Harvey sarcoma murino v-H-ras c-H-ras (H-ras)
Kirsten sarcoma murino v-K-ras c-K-ras (K-ras)
FBJ osteosarcoma murino v-fos c-fos (fos)
mielocitomatosis Aviar v-myc c-myc (myc)
virus leucemia Abelson v-abl c-abl (abl)
eritroblastosis Aviar v-erbB c-erbB (erbB)

~oncogenes virales son ~80-99% homélogos a los proto-oncogenes

*oncogenes viral en general son copias de mRNA celular y no tienen intrones|

Vias de control del crecimiento celular en mamiferos
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Control del ciclo celular en mamiferos
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Funciones de los protoncogenes
Algunas funciones de proto-oncogenes
1. Factores de crecimiento
O Proto-oncogen funcién bioguimica
O <> C 1. Factores de crecimiento
O 2. Receptores de Factores c-sis Platelet derived growth factor
M M; de crecimiento 2. Receptores de factores de crecimiento
\/ c-erbB Epidermal growth factor receptor
\/h 7/ 3. Transduccion de sefiales
H-ras proteina- G pequeiia p21

3. Proteinas periféricas. 5. Proteinas K-ras proteina-G pequefa p21
membrana nucleares 4. Proteina quinasas ; .
Transduccién de Factores c-abl Proteina quinasa

~ Transcripcién c-src Prote!na quinasa
sefales ] p MAPK cascadas Proteina quinasa

B * 5. Proteinas Nucleares
4. P_rOte'na c-myc factor de transcripcion
quinasas enes que conffolan c-fos factor de transcripcion } AP-1
crecimiefito c-jun factor de transcripcion

y o celular




Identificacion de mutaciones de oncogenes en tumores humanos|

« la mayor parte de los tumores humanos contienen oncogenes o
protooncogenes “activados” (mutados)
« se demuestra por el aislamiento de genes mutados de tumores

NSlarONA_, NSRS

Transferir DNA a
células normales

Repeticion
« @D
Aislar clones transformados @@ @
(porque crecen mas rapido) @
Aislar DNAl
Aislar el DNA nuevo incorporado
m en las células transformadas

\ Clonaje del DNA humano que transforma
10-20% tumores espontaneos dan positivo

ESTRATEGIA DE CLONAJE
DE ONCOGENES ACTIVADOS EN TUMORES
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CARACTERIZACION
DE LA MUTACION

ACTIVADORA

Activacion de proto-oncogenes en tumores humanos
Mecanismos de activacion

* mutaciones puntuales

* reordenamientos cromosoémicos o translocaciones
» amplificacion génicas

* insercion de promotores:

Mutaciones puntuales en la familia de genes ras

amino acido

gen RAS 12 59 61 Tumor
c-ras (H, K, N) Gly Ala GIn normal
H-ras Gly Ala Leu carcinoma pulmoén

Val Ala GIn
K-ras Cys Ala Gin
Arg Ala Gin
Val Ala GIn
N-ras Gly Ala Lys
Gly Ala Arg

carcinoma vejiga
carcinoma pulmoén
carcinoma pulmén
carcinoma colon
neuroblastoma
carcinoma pulmoén

Virus Sarcoma murinos

H-ras Arg Thr Gin
K-ras Ser Thr Gln

cepa Harvey
cepa Kirsten

Reordenamientos cromosémicos y translocaciones

Tumor Translocacién Proto-oncogen

Burkitt t(8;14) 80% de los casos c-myc’!
t(8;22) 15% de los casos
t(2;8) 5% de los casos

Leucemia mieloide t(9;22) 90-95% de los casos ber-abl?

crénica

Leucemia linfocitica t(9;22) 10-15% de los casos ber-abl?
aguda

1c-myc se transloca al locus de IgG, aumenta expresién
2pcr-abl proteina de fusién ber-abl, hace que la PTK abl esté permanentemente activa

c-myc se transloca a una regién donde su
transcripcion pasa a ser regulada por los promotes de Ig

/\/\

| | I L
T T | S
c-myc 1gG enhancer 19G

c-myc se activa por
los enhancer de Ig en
células B

bcr-abl proteina de fusion que da lugar a la
activacion permanente de la proteina quinasa abl

ber
I
X —— T
I ber-abl

abl




Amplificacién génica

Oncogen Amplificacién Tumor
c-myc ~20-veces leucemia y pulmén
N-myc 5-1,000- veces neuroblastoma
retinoblastoma
L-myc 10-20- veces cancer pulmoén células
pequeinas
c-abl ~5- veces leucemia mieloide cronica
c-myb 5-10- veces leucemia mieloide aguda
carcinoma colon
c-erbB ~30- veces carcinoma epidermoide
K-ras 4-20- veces carcinoma colon
30-60- veces carcinoma adrenocortical

Genes supresores de tumores

Un gen supresor de tumores tiene una importante funcién
en la célula normal, pero pueden inactivarse.

La funcién normal es poner freno

a la progesidn de una célula en el ciclo celular.

Son por tanto genes que codifican para proteinas que
inhiben la maquinaria que controla el ciclo celular.

Su inactivacién favorece la proliferacién celular

Formas esporadicas y familiares (Mendelianas) del cancer
Knudson’s two-hit hypothesis

Gen supresor mutado
Familiar en la linea germinal -

heterozigoto para

0O 0 O

» dos mutaciones (dos hits) se requieren para la pérdida de funcion.
« El priumer “hit” se hereda y el segundo “hit” es somatico

Mutacion
/ somatica del

otro alelo

Tumores muiltiples
bilateral
comienzo temprano

Mecanismos cromosémicos que pueden dar lugar
a la pérdida de funcién por pérdida de heterozigosidad (LOH)

A 2 Herencia de
Rb wt Genotipo
B b con un alelo mutado
En la célula tumoral
Eventos somaticos
que dan lugar - al segundo “hit”

A a A a A A A

Rb Rb Rb Rb Rb Rb Rb

B b B B B B B
Mutaciones Recombinacion Pérdida Pérdida
locales somatica cromosémica cromosémica

y duplicacién

Para entender el
mecanismo de accion de
los genes supresores
Hay que entender los

mecanismos de control del ciclo
celular

Mecanismos moleculares
responsables del control del ciclo: irreversibles: protedlisis

Ciclo celular

Alternancia de fases.
S=M.M=S§

Puntos de chequeo:
Mecanismos que
aseguran

la correcta transicién

Y
complecién de las fases
del ciclo celular

G, checkpoint

reversibles: fosforilacion defosforilaciorn




Controlador Bioquimico del ciclo celular
Complejos CDK- Ciclina.

CDK: Proteina Quinasa
Ciclina: Subunidad Reguladora

Cyelin A-CDK2

2
i
2
Z

Cyelin E-CDK2

Cyelin D-CDE46 /\

/\

L: st Factors

Control de la transicion G0 a G1y
paso por el punto de
restriccion

pRb: proteina del retinoblastoma

Cambios en la Fosforilacion de Rb durante el ciclo celular

La fosforilacion de Rb Rb hiperfosforilado

permite el paso de la p p p p
célula
através del punto de pp p
restriccién en G1

Punto de restricci&

pp

G0 —=—

Células quiescentg

RB defosforilado
a la salida de M p

Funciéon de pRB
Ciclina A

Ciclina D. Ciclina E

%'-.s._

Defosf

Ubiquitilacién
RIBQNUCLEOYIDE Degradacién
REDUCTASI
DNA POLVMERASE

Fos oHFR

Ciclina E RIBONUCLEOTIDE
REDUCTASE
DNA POLYMERASE 3

Las familias de los CKI o CDI :
(inhibidores de los complejos cdk ciclina)

Funcion dual: Familia de las ankirinas:

p21 CIPUWAFL p15 INK4b
p27 Kipt p16 INK4a
p57 Kin2 p18 INK4c

p19 INK4d

Interaccion con ciclina

y con cdk Interaccion con cdk

Interactuan con otras proteinas




CDI y complejos cdk-ciclina

CDI p15/p16 p21
p18/p19 p27/p57
CDK Cdk 4,6 Cdk2 cdk2 Cdkl
CICLINA CiclinaD1/2/3 CiclinaE  Ciclina A Ciclina B
A
| Gl [ s ] G2 MITOSIS
Punto de

restriccién

Chequeo por Daiio en el DNA

p53

p53 es el “guardian del genoma”

« La proteina p53 es un factor de transcripcion que regula el

ciclo celular y la reparacion del DNA

« El gen de p53 no se expresa (no hay mRNA, ni proteina) en un ciclo
celular normal.

« El gen p53 se expresa (se produce mRNA y proteina) cuando se
produce un dafio en el DNA. Daiio genotoxico (ejemplo: luz
ultravioleta)

El gen p53 no es esencial

Papel de p53 en el control del ciclo celular

apoptosis (muerte
celular)

UV irradiaccion lleva
—_— —

DNA sintesis

Crecimiento
reparacion para
division

Células quiescentes

-
Mitosis

Regulacién del punto de chequeo
de 61/S por p53

Red de actuacién de p53

UV, stop Dafio en el DNA
replicacion DsB
Exceso Exceso
de Myc,E2F [

ATR CKIl

Puma
Bax za))((a
Noxa
Y.
$ Inhibicjén Potencjacion Evasion de
l Citostasis, senescencia I Angiogénesis Apoptosis Crecimiento celular Angiogénesis Apoptosis

Red de actuacion de p53: mutacién

UV, stop Dafio en el DNA
Stress oncogénico replicaciéon DSB
Exceso Exceso
Ras J® & demyc,E2F EH E
Stress oxidativo IS b14ARE ATR CKiII
Seladin-1 §| =
p16 E3: HQ




Sindrome de Li-Fraumeni, herencia de mutaciones en p53

]
o
0O O O

O Cancer Mama E] Sarcoma D Otras neoplasias

Hay multiples neoplasias en familias que presentan herencia de muta-
ciones de p53. Herencia autosomica dominante

PASOS EN LA TUMOROGENESIS

Autosuficiencia de sefiales
positivas de crecimiento

Evasion de Insensibilidad a sefiales
apoptosis || || negativas de crecimiento

Angiogénesis Invasién y
sostenida ‘ metastasis
Potencial
replicativo
ilimitado

VIAS PARALELAS EN LA
TUMOROGENESIS
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Proceso multiestadio
de la fumorogénesis:
Céncer de colon

Multiestadio de la carcinogenesis
Estadios en el carcinoma de colon

Chromosoma 5q pérdida génica o mutacion

APC ————————————— |INICIACION

\A Displasla

RAS

as mutacion \ pROGRESION

Adenoma
FAP: Pohposns\A
adenomatosa 18 pérdida o

familiar Adenoma DCC gen supresor ddtumores
II

HNPCC Cancer colorectal Adenoma
no poliposo '"
DEFICIENCIA EN MMR

Cromosoma 17 pérdida o mulaclo
mutaciones en P53

Otras pérdidas cromosémica\?




Carcinoma de colon factores de riesgo

Defecto Prelesién Riesgo de cancer

colorectal
Esporadico Adenoma 5%
Cancerberos Poliposis > 95%
Gatekeepers

FAP, mutacion APC

Genes cuidadores Adenoma 70%
o vigilantes “caretakers”

HNPCC mutaciones

en MMR

Genes paisajisticos Hamartomas 10-20%
“Landscaper” estroma-epitelio
Colitis ulcerosa

Susceptibilidad a cancer de colon en relacién a
alteraciones en estroma

Intestino normal Pélipo Cdncer

. . Pérdida de
Poliposis funcién de APC —_
Adenomatosa en células
familiar (FAP) epiteliales Poliposis
Gatekeeper APC +- adenomatosa

. . Pérdida de
POI'P°§'S “ ‘I ‘I funcién de SMADA% — %
Juvenil en células

) Hamartoma
Landscaper‘ SMAD4 +- mesenquimales

Sindrome de fuérfgiiff. :: LKB1
funcién de LK —
Peutz-Jeghers on celulas
Landscaper mesenquimales Hamartoma
LkB1 *-

Respuesta del epitelio
a la accion del
estroma

+ A) En condiciones normales: los
fibroblastos controlan su
crecimiento por accién del TGFB.
Y este regula negativamente el
crecimiento epitelial, balanceando
las sefiales proliferativas positivas
que recibe el epitelio.

- B) Si hay una alteracién en los
fibroblastos y la sefial de TGFp ya
no modula negativamente su
crecimiento (mutacién en SMAD4)
Se produce un cambio fenotipico
del fibroblasto secretando mds
matriz extracelular y produciendo
factores positivos de crecimiento
que desbalancean las sefiales que
recibe el epitelio, promoviendo su

Nature 432, 332 - 337 (18 November 2004); do  proliferacion

Clasificacion molecular de
los tumores

Metodologia: estudios de transcriptoma, “gene profiling”. Estudio
de los niveles de expresion de todos los genes comparando tejido
Normal vs. Tejido Tumoral o diferentes tipos de tumores

Definicion de las clases de tumores: Definicion de clases previamente
no reconocidas

Prediccion de clases de tumores: Adscripcion de determinadas
muestras de tumores a clases previamente reconocidas

¢Por qué la clasificacion
molecular de tumores?

» Porque cuanto mas precisa sea la clasificacion
molecular mas preciso sera el tratamiento

* Porque tumores similares en el curso de la terapia
dan respuestas diferentes .

 Para disefiar terapias especificas contra tipos de
tumores patogenéticamente distintos y maximizar
la efectividad terapeutica.

Ejemplo: ALL y AML

« Diferenciacion entre leucemia linfoblastica aguda
(ALL) y Leucemia mieloide aguda (AML).

 En la actualidad aplicar el tratamiento de una
leucemia mieloide crénica a una linfoblastica
aguda da pobres resultados, y al revés.

» No existe una unica prueba diagnostica que
diferencie las dos formas de leucemia aguda




Transcriptoma diferencial de
leucemias agudas
* 38 muestras de médula 6sea de pacientes
con AL (27 ALL, 11 AML)
* Preparar mRNAs de todas las muestras

» Hibridar con un array de oligonucleétidos
correspondientes a 6817 genes humanos

Establecimiento de los genes
predictores

* De todos los genes que se analizaron se
encontrd que con solo estudiar la expresion
de 50 de ellos se podia predecir con 99.99%
de fiabilidad si una muestra de médula 6sea
correspondia a AML o ALL

* Se realizo el test de validacion con 34
leucemias y se comprobd que la precision
en la clasificacion era de un 100%

Resultados de expresion obtenidos
con esos 50 genes predictores

ALL am

Figure 3b. Genes distinguishing ALL from AML. The 50 genes most highly correlated with the ALL/AML class
distinction are shown. Each row corresponds to a gene, with the columns corresponding to expression levels in
different samples. Expression levels for each gene are normalized across the samples such that the mean is 0 and the
standard deviation is 1. Expression levels greater than the mean are shaded in red, and those below the mean are
shaded in blue. The scale indicates standard deviations above or below the mean. The top panel shows genes highly
expressed in ALL, the bottom panel shows genes more highly expressed in AML. Note that while these genes as a
group appear correlated with class, no single gene is uniformly expressed across the class, illustrating the value of a
multi-gene prediction method. Science. 1999 Oct 15;286(5439):531-7.

Aplicaciones de perfiles de expresion
a diferentes tipos de tumores

* Definicion de subtipos de cancer de prostata

» Cancer de mama y definicion de perfiles de
expresion de tumores con capacidad
favorecida de metastasis.

 Cancer de Pancreas.
* Otros muchos tipos de tumores

Vias de control del crecimiento celular en mamiferos

Factores de
crecimiento
negativos

Factores de
crecimiento
positivos
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