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RESUM

La proliferaci6 cel-lular esta regulada per una seérie de factors de progressié (cinases de-
pendents de ciclines) que s’activen com a reposta als senyals proliferatius extracel-lulars. En
les cel-lules tumorals, I’activacié d’aquestes cinases esta desregulada de tal manera que pro-
liferen independentment dels senyals externs. A més, les cél-lules tenen uns mecanismes de
vigilancia o check-points que controlen la fidelitat de la duplicacié del material genetic i la
seva distribuci¢ en les cel-lules filles durant el cicle cel-lular. Les cél-lules tumorals també te-
nen alteracions en aquests sistemes de vigilancia, de manera que presenten una elevada
inestabilitat genética.

SUMMARY

Cellular proliferation is regulated by progression factors (cyclin-dependent kinases) that
are activated in response to extracellular proliferative signals. In tumoral cells activation of
these kinases is deregulated and as a consequence they proliferate independently of the ex-
tracellular signals. Furthermore, during cell cycle check-points are activated that control the
fidelity of DNA replication and its segregation in the two daughter cells. Tumoral cells have
also alterations in those check-points leading to a genetic instability.
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INTRODUCCIO

Les cel-lules d"un organisme pluricel-lu-
lar adult es poden trobar en un estat no pro-
liferatiu (quiescent o fase G0), o poden estar
proliferant. La proliferacié cel-lular té lloc
mitjangant una serie de processos que se
succeeixen en allo que anomenem cicle
cel-lular. Durant el cicle cel-lular les cel-lules
creixen, dupliquen el material genetic i,
després, es divideixen donant lloc a dues
cel-lules filles que contenen teoricament el
mateix contingut genetic que la cel-lula
mare. El cicle cel-lular es divideix en quatre
fases: 1) fase G1, en qué la cel-lula rep i inter-
preta una gran part dels senyals del seu en-
torn, creix i inicia la programacié del cicle
cel-lular; 2) fase S, en queé la cel-lula replica el
DNA; 3) fase G2, o de preparacio per a la mi-
tosi, 14) fase M o mitosi, en queé la cél-lula re-
parteix el material genetic duplicat ila resta
del contingut cel-lular entre les dues cel-lu-
les filles.

En un organisme pluricel-lular, la deci-
si6 que ha de prendre una cél-lula en sortir
de quiescéncia i entrar en cicle cel-lular, o
viceversa, és un procés sotmes a una regu-
lacié molt precisa i que respon a una gran
diversitat de senyals externs (de control so-
cial) que es transmeten gracies a factors de
creixement, hormones, citocines, a la inte-
raccié cel-lula-cél-lula i a les interaccions
cel-lula-matriu extracel-lular (Assoian, 1997;
Pardee, 1989; Wu et al., 1996). Aquests sen-
yals externs, gracies als sistemes de trans-
ducci6 de senyals, convergeixen en els ano-
menats factors promotors del cicle cel-lular,
que s’encarreguen d’activar i regular la pro-
gressio a través de les diferents fases del ci-
cle cellular. La integracié d’aquests senyals
externs té lloc durant la fase G1 del cicle
cel-lular, de manera que és durant aquesta

fase que la cel-lula pren la decisié de sortir
a quiescencia, diferenciar-se o continuar en
cicle i proliferar. Un cop passat el punt de
restricci6 de la fase G1, la cel-lula queda
compromesa a continuar el cicle cel-lularia
donar dues ceél-lules filles de manera inde-
pendent dels senyals externs. En els altims
anys s’ha avancat molt en el coneixement,
la regulaci6 i la funcié d’aquests factors. La
gran majoria dels factors de progressié sén
cinases dependents de ciclines anomenades
CDKS — cyclin-dependent-kinases— (Sherr,
1994; Morgan, 1997).

D’altra banda, les cel-lules eucariotes
han desenvolupat uns mecanismes de vi-
gilancia intracellular o check-points que
controlen que els diferents processos del ci-
cle cel-lular tinguin lloc correctament. Els
mecanismes de vigilancia recullen informa-
cio intracel-lular i, a través d’un sistema de
transduccié de senyals, I'envien als factors
promotors del cicle cel-lular. Si els diferents
processos del cicle cel-lular no es produei-
xen correctament, aquest s’atura a corregir
els defectes i en el cas que no es puguin cor-
regir es dispara un procés que conduira a
I"apoptosi. Els mecanismes de vigilancia as-
seguren, doncs, que la replicacié del mate-
rial genetic i la repartici6 a les dues cél-lules
filles tingui lloc correctament, i per tant sén
essencials per a mantenir la integritat del
genoma (Hartwell, 1992; Elledge, 1996).
D’una banda, els mecanismes de vigilancia
asseguren també que es produeixi una al-
ternanca correcta entre les fases del cicle
cel-lular de manera que, per exemple, no es
repliqui dues vegades el genoma sense pas-
sar per una mitosi (Hartwell i Weinert,
1997; Nasmyth, 1996). En cel-lules tumo-
rals, la regulacié per senyals externs i els
mecanismes de vigilancia es troben alte-
rats.



REGULACIO DE LA PROGRESSIO I
MECANISMES DE VIGILANCIA DEL
CICLE CEL-LULAR

Cinases dependents de ciclines: funcions
iregulacio

La progressio a través de les diferents fa-
ses del cicle cel-lular esta regulada per una
série de cinases que van actuant de manera
relativament seqtiencial. Aquestes cinases
estan formades per una subunitat catalitica
d’expressié constant i una subunitat regula-
dora que apareix en moments especifics del
cicle celllular i que s’anomena ciclina. La
uni6 de la subunitat reguladora a la cataliti-
ca és imprescindible per a la seva activitat i
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per aixo s’anomenen cinases dependents de ci-
clines. Durant la fase G1, es formen i s’acti-
ven els complexos CDK4-6/ciclina D i
CDK?2/ciclina E; durant la fase S, en el com-
plex CDK2/ciclina A; al final del G2, la
CDK1 (CDC2)/ciclina A, i seguidament en
entrar a la mitosi fins a la metafase, el com-
plex CDC2/ciclina B (figura 1). La inactiva-
ci6 d’aquesta dltima cinasa reprograma la
cel-lula per a comengar un nou cicle cel-lular
(Sherr, 1994; Morgan, 1997).

La funci6 i els substrats de cada una d’a-
questes cinases en les diferents fases del ci-
cle cel-lular han estat objecte de nombrosos
estudis en els darrers anys. Les cinases del
G1, CDK4-6/ ciclina D i CDK2/ciclina E ,te-
nen com a funcié coneguda la fosforilacié de
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la proteina del retinoblastoma (pRb) (Lund-
berg i Weinberg, 1998). Els llocs de fosforila-
ci6 per aquestes cinases son diferents (Har-
bour et al., 1999). La fosforilacié per CDK4
sembla no ser essencial per a la progressié
del cicle, mentre que la fosforilaci6 per
CDK?2 és imprescindible. La pRb en forma
hipofosforilada segresta proteines, entre
aquestes, factors de transcripcié de la fami-
lia de I'E2F. La fosforilacié de pRb per part
de les cinases del G1 permet l'alliberament
d’aquests factors de transcripcié6 que sén
importants per a I'expressio de gens de fase
S. Entre els gens de fase S hi ha gens que co-
difiquen per proteines directament implica-
des en la replicaci6é del DNA (p. ex.: PCNA,
DNA polimerasa o, ribonucleotid reducta-
sa) o per proteines reguladores del cicle
cel-lular (ciclina A, ciclina E, cdc2) (Grana et
al., 1998; Lavia i Jansen, 1999). La CDK2/ ci-
clina E, a més de fosforilar pRb, té una altra
funci6 essencial, que és la de participar en
I'activacié del origens de replicacié del
DNA, si bé els substrats clau en aquest
procés no sé6n encara del tot coneguts (Jalle-
palliiKelly, 1997). L’activacié d"aquests ori-
gens de replicaci6 ha de ser altament regula-
da, ja que s’ha d’aconseguir que totes les
seqiiencies de DNA es repliquin pero que
ho facin tan sols un cop. La CDK2/ciclina A
és imprescindible durant la fase S i se sap
que continua fosforilant pRb, i segurament
alguns enzims de replicaci6 del DNA. La
cdc2/ciclina B fosforila la lamina B, la histo-
na H1, proteines associades a microttabuls, i
altres substrats durant la mitosi, i permet
d’aquesta manera, entre d’altres, el trenca-
ment de la coberta nuclear, la condensacio
dels cromosomes i la formaci6 del fus mito-
tic (Morgan, 1997; Dunphy, 1999). A la vega-
da, I'activitat CDC2 és important per a de-
sencadenar posteriorment la sortida de la
mitosi, que té lloc gracies a la fosforilaci6 re-
tardada i l'activacié consegiient del com-
plex APC (complex promotor de l'anafase).

APC ésuna E3 lligasa d'ubiquitina que s’en-
carrega d ubiquitinitzar i induir la degrada-
ci6 de proteines que impedeixen la segrega-
ci6 de les cromatides germanes, i de la ma-
teixa ciclina B. Aixi doncs, l'activacié de
I"’APC per la cdc2 desencadena la separaci6
de les cromatides germanes (transicié meta-
fase-anafase) i la inactivacié de la mateixa
cdc2i per tant la reversié de totes les fosfori-
lacions induides per cdc2 —sortida de mito-
si— (Nasmyth, 1999). La baixada d’activitat
CDKS fa que el retinoblastoma es defosforili
ila cel-lula quedi reprogramada a G1.

La integraci6 dels estimuls externs du-
rant el G1, en cas de donar un senyal global
proliferatiu, és el que condueix precisament
a l'activaci6 de les diverses CDKS en les di-
ferents fases del cicle cel-lular. Ates que les
CDKS han d’integrar, d'una banda, gran va-
rietat de senyals externs durant la fase G1, i
del'altra, senyals interns provinents de I’ac-
tivacié dels diferents check-points durant tot
el cicle cellular, la seva regulacié és molt
complexa (Morgan,1997) (figura 2). Aques-
ta pot tenir lloc en la sintesi i degradacié de
les ciclines, la formaci6 dels complexos
CDK/ciclina, les fosforilacions activadores i
fosforilacions inhibidores, la unié de protei-
nes inhibidores (Sherr i Roberts, 1995), i la
localitzacié intracel-lular (Pines, 1999). La
fosforilaci6 activadora més coneguda cor-
respon a la d’una treonina (treonina 160 o
161) situada a laregio (T loop) de la molecula
que esta bloquejant el centre actiu. La cinasa
que fosforila aquest aminoacid és una cina-
sa nuclear d’activitat constitutiva i que s’ha
anomenat CAK (cinasa activadora de les
CDKS). Les fosforilacions inhibidores cor-
responen a un residu tirosina (tirosina 15 en
el cas de la cdc2), que en ser fosforilat inter-
fereix en la transferencia del fosfat al subs-
trat i un residu treonina (treonina 14 en la
cdc2) que en ser fosforilat interfereix en la
uni6 de I’ATP. Les cinases responsables de
fosforilar aquests residus sén respectiva-



ment la weel i la myt1, mentre que la fosfa-
tasa responsable de la defosforilaci6 i, per
tant, de 'activacio de les CDKS, és una fos-
fatasa dual anomenada cdc25. D’aquesta
fosfatasa, hi ha tres isoformes, cdc25A,
c¢dc25B i cdc25C, que actuen seqiiencial-
ment al llarg del cicle cel-lular (cdc25A en
G1, cdc25B en fase Si G2 i cdc25C en l'en-
trada a mitosi) (Morgan,1997). Les proteines
inhibidores s’han agrupat en dues families,
la primera familia inclou les proteines inhi-
bidores Ink4 (inhibidors de CDK4-6) que
s'uneixen i inhibeixen especificament a les
subunitats catalitiques CDK4 i CDK®6. La
seva unié impedeix la unié de les ciclines D.
Pertanyen a aquesta familia les proteines
p161nk4a, p151nk4b, p181nk4c i p191nk4d' La segona
familia anomenada Cip/Kip, esta formada
per tres membres, p21€iPl, p27 Kirl j p57Kip2
(Sherr i Roberts, 1995). Els membres d’a-
questa familia poden unir-se a totes les
CDKS, pero sempre que estiguin formant
complexos amb les ciclines corresponents.
Si bé aquestes proteines es van considerar
inhibidores de tots els complexos CDK/ ci-
clines, hi ha actualment suficients evideén-
cies experimentals que demostren que
p21CP! | p27XiPl ng inhibeixen CDK4/ciclina
D i que fins i tot poden resultar essencials
perque s’activi, ja que afavoreixen la forma-
ci6é dels complexos i la seva translocaci6 al
nucli (Sherr i Roberts, 1999).
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Figura 2. Esquema dels diferents mecanismes de regula-
cio de les CDKS.
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Per tal d’esbrinar com les cel-lules tumo-
rals proliferen independentment dels se-
nyals externs, és molt important coneixer
quins senyals externs, i a través de quins sis-
temes de transducci6, regulen les CDKS en
cel-lules normals (Roussel, 1998) (figura 3).

Els factors de creixement, a través del’ac-
tivacio de la via Ras/Raf/ MEK/ERK1,2, in-
dueixen la transcripcié de la ciclina D1 (La-
voieetal.; 1996),ial seu torn a través de la via
PI3K/PKB/GSK3 provoquen un increment
delavidamitjanadelaciclina D1 (Diehletal.,
1998). Totaixo provoca, doncs, unincrement
dels nivells de ciclina D1. L"associaci6 de la
ciclina D1 ala CDK4 i la posterior transloca-
cié al nucli d’aquests complexos és també in-
duida per factors mitogenics i de manera de-
pendent de Ras (Villalonga et al., 1999). La
participacié de Ras en aquests dos dltims
processos pot ser deguda, almenys en part, a
l'activaci6 de l'expressio de p21“F! ja que
aquesta proteina pot ajudar a la formaci6
dels complexos a la vegada que els proveeix
un senyal NLS (Sherr i Roberts, 1999). Ja que
I'activacio de la via Ras/Raf/MEK/ERK1,2
enrespostaaagents mitogenics és transitoria
(Bottazzi et al., 1999), els nivells de p21“P! no
son, en aquestes condicions, prou alts per a
inhibir els complexos CDK2/ciclina E que es
puguin anar formant. Aquests complexos es
formen ja a meitat de la fase G1, atés que, en-
cara que no es coneixen les vies de transduc-
cié implicades, hi ha una expressié de ciclina
E dependent de factors mitogenics i inde-
pendent de fosforilacié de pRb. D’altra ban-
da, durant la fase G1 és clau la inactivacio de
la p275F1, que es troba en nivells elevats en
cel-lules quiescents, i que per tant podria
unir-se a complexos CDK2/ciclina E i inacti-
var-los (Sherr i Roberts, 1995). La cel-lula
aconsegueix inactivar la p27¥! almenys de
dues maneres. La primera seria segrestant-la
en els complexos CDK4/ ciclina D, de mane-
ra que com més complexos CDK4/ciclina D
hi hagi menys p275F! lliure quedara. Aixi
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Fiura 3. Esquema d’alguns exemples de vies de transduccio de senyals que regulen I’activitat de la CDK4 i la CDK2.
L’increment dels nivells de p15™4* provoquen un desplagament de I’equilibri dels complexos CDK4 cap a CDK4/ p15k,
L’activacié de la ERK indueix un increment en la transcripcié de la ciclina D1. La disminuci6 de I’activitat GSK3 provoca
una estabilitzacié de la ciclina D1. L’activacié de PI3K i Rho intervé en I’activaci6 de la degradaci6 de p27*"! i provoca un
desplagament dels complexos CDK2 cap a CDK2/ciclina E lliures de p27¥!,

doncs, CDK4/ciclina D té unasegonafuncié6  dependent de l'activitat catalitica cinasa
durantel G1, a part dela de fosforilarel pRb,  (SherriRoberts, 1999). Els factors mitogenics
la de segrestar p27Xi! i permetre 'activacié6  que indueixen unincrement de ciclina D1 en
de CDK2/ciclina E. Aquesta funcié seriain-  conseqiieéncia també estan col-laborant de



manera indirecta a 'activacié de CDK2/ci-
clina E. La segona manera d’inactivar p27Xi!
és per degradaci6. La proteina p275¥! és de-
gradada pel proteasoma i de manera depen-
dent d'ubiquitina. Per tal que sigui recone-
guda pel sistema d’ubiquitinitzaci6, ha de
ser primer fosforilada per la CDK2/ciclina E
(Montagnoli et al., 1999). Aixi doncs, aixo
funcionaria com un loop positiu d’activacié
de la mateixa CDK2/ciclina E. A més, I'ex-
pressi6 d'un dels components de I'enzim E3
lligasa encarregat d"ubiquitinitzar la p27Xie!
és dependent de factors mitogenics (Carrano
et al.,, 1999). Com hem esmentat abans, la
cél-lula no tan sols necessita factors mitoge-
nics solubles per a proliferar, siné també
I'adhesid ala matriu extracel-lular, de talma-
nera que cel-lules normals en suspensié que-
den aturades en G1. Com es tradueix I’adhe-
si6 en l'activaci6é de la maquinaria de cicle
cel-lular? Sabem que 'activaci6 de les inte-
grines per la matriu extracel-lular provoca
una activacié de les ERK i de la PI3K, i per
tant col-laborara a produir un increment de
ciclina D1 (Assoian, 1997). A la vegada, I'ac-
tivacio de les integrines provoca una activa-
ci6 de la small-GTPasa, anomenada Rho, que
s’havistimplicada enl’activacié dela degra-
daci6 dela p27XiP!. Moltrecentment s ha pro-
posat també que canvis de tensi6 en els tei-
xits de que formen partles cel-lules es poden
traduir en canvis en la forma cel-lularienla
tensio del citoesquelet que activarien també
Rho i col-laborarien en la degradacié de
p27%P! (Huangilngber, 1999). D’altrabanda,
les cel-lules responen no tan sols a senyals
mitogenics sin6 també a senyals antimitoge-
nics. Aixi, per exemple, el TGFp (transfor-
ming growth factor f) té un efecte negatiu so-
bre la proliferacié perque activa I'expressio
de p15™kP. Aquesta proteinas’uneixa CDK41i
impedeix que formi complexos amb ciclina
D1. En conseqiiéncia, la CDK4 queda inacti-
vada com a cinasa a la vegada que no pot se-
grestar p275i*! i queda prou p275F! lliure per
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a unir-se i inhibir la CDK2/ciclina E (Massa-
gué, 1998). Hem vist aixi diferents exemples
de com els senyals externs acaben conver-
gent gracies a diversos sistemes de transduc-
ci6 de senyals en la maquinaria de progres-
si6 del cicle cel-lular, especialment de la fase
G1. Tal com es veura posteriorment, altera-
cions en aquests sistemes de transducci6 del
senyal o en la mateixa maquinaria del cicle
cel-lular faran que aquest funcioni de mane-
ra independent dels senyals externs i, per
tant, que les cel-lules puguin adquirir carac-
teristiques tumorals.

Mecanismes de vigilancia o check-points

Les ceél-lules eucariotes han desenvolu-
pat check-points o mecanismes de vigilancia
intracel-lulars que controlen que els dife-
rents processos del cicle cel-lular tinguin
lloc correctament (Hartwell i Weinert, 1997;
Elledge, 1996). S’han descrit diversos meca-
nismes de vigilancia: 1) de dany al DNA, les
cel-lules no repliquen el DNA o no entren en
mitosi si el DNA esta danyat; 2) de replicacio
del DNA, la cel-lula no entra en mitosi si el
DNA no esta del tot replicat; 3) de fus mitotic,
la cel-lula no surt de mitosi si el fus mitotic
no és correcte.

Actualment, es coneixen bastants gens
implicats en els sistemes de vigilancia els
quals es troben conservats en la majoria de
les cel-lules eucariotes que s’han analitzat.
Les funcions d’aquests gens i de les protei-
nes corresponents s’han deduit inicialment
a partir d’estudis realitzats amb mutants de
llevat, tant de Saccharomyces cerevisine com
de Schizosaccharomyces pombe. Per tant, mal-
grat que ens referirem als gens humans im-
plicats en els sistemes de vigilancia, en oca-
sions indicarem els gens homolegs de llevat
per tal de descriure evidéncies funcionals.

Els components dels sistemes de vigilan-
cia es poden agrupar dintre de tres tipus:
sensors, implicats en la deteccié del dany al
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DNA, de defectes enla replicacié del DNA o
d’anomalies del fus mitotic; transductors del
senyal, formats principalment per cinases
que segons "anomalia detectada activen di-
ferents vies, i efectors, que son els substrats
finals dels sistemes de vigilancia, general-
ment sén components reguladors del cicle
cel-lular i tenen com a funcié aturar el ci-
cle cellular en resposta a les diverses ano-
malies. Com a efectors també s’inclouen els
components que participen en la reparacié
del DNA ienl'apoptosi.

Check-point de resposta al dany al DNA
durant la fase G1

Les proteines sensores d’aquests danys
sembla ser que reconeixen DNA de cadena
senzillai/o talls en el DNA (Weinert, 1998).
En llevat, la principal proteina sensora d’a-
quest dany és la Radl. En mamifers el gen
Rad1 déna lloc, a causa de I'splicing alterna-
tiu, a dues proteines, Rad1A i RadlB. La
Rad1A presenta un domini N-terminal amb
activitat exonucleasa i un domini C-termi-
nal associat a la funcié de reconeixement
d’anomalies al DNA. La RadlB, com es
veura després, és un sensor dels defectes en
la replicaci6 (Parker et al., 1998).

Les proteines sensores activen diferents
vies transductores del senyal. Si bé el meca-
nisme d’aquesta activaci6é encara no es co-
neix, hi ha evidencies experimentals que de-
mostren que les proteines sensores son
necessaries per tal que es doni la uni6 entre
proteines de la via transductora (Paciotti et
al., 1998). Dins d’aquests grups de proteines
transductores, trobem les de la familia ATM:
ATM, ATR, DNA-PK, i les proteines d’acti-
vaci6 dependent d’ATM com p53ic-Abl.

El gen ATM va ser identificat el 1995 com
el gen mutat en la malaltia recessiva ataxia-
telangiectasia (AT) i va ser anomenat ATM
(AT mutat) (Savitsky et al., 1995). Els pa-
cients amb AT presenten un espectre ampli

de defectes, com ara degeneracié neuronal,
alta freqiiencia de limfomes, leucémies i es-
terilitat. A més, també presenten una alta
sensibilitat a les radiacions ionitzants, les
quals indueixen trencaments a la doble ca-
dena de DNA. El gen ATM presenta alta ho-
mologia amb els gens Rad3 i MEC1 de llevat
—S. pombe i S. cerevisiae, respectivament —
(Hoekstra,1997). La proteina ATR ila DNA-
PK, cinasa dependent de DNA (Hoekstra,
1997; Wang, 1998), formen part de la familia
ATM per 'homologia que presenten en el
domini catalitic carboxi-terminal. Aquest
domini esta relacionat amb la PI3K (Sa-
vitsky et al., 1995). Pacients amb AT presen-
ten mutacions puntuals, truncaments o can-
vis de pauta de lectura que eliminen la fun-
ci6 PI3K del domini carboxi-terminal de la
proteina. La funcié principal de la familia
ATM implica la fosforilacié mediada pel do-
mini PI3K de diferents substrats per tal d"ac-
tivar la via de senyalitzaci6 de dany al
DNA. Malgrat 'homologia de seqiiencia i
I'activitat cinasa del domini carboxi-termi-
nal, hi ha diferencies quant al paper dels
components de la familia ATM in vivo. Tal
com hem descrit, la funciéo d’ATM s’associa
principalment a una resposta a dany al
DNA provocada per radiaci6 ionitzant.
D’altra banda, DNA-PK té un paper essen-
cial en la reparacié de trencaments de doble
cadena de DNA (Wang, 1998; Blunt et al.,
1995). Respecte a ATR es creu que pot tenir
un paper en la resposta a dany al DNA cau-
sat pels raigs UV (Wright et al., 1998).

La familia de cinases ATM regulen al-
tres proteines, de les quals una de les més
conegudes és la proteina supressora de tu-
mors p53 (Wang, 1998). L’activacié de p53
és deguda a un increment del nivells de
proteina a través de la seva estabilitzacio.
Resultats recents suggereixen que l'activa-
ci6 de p53 induida per radiacié ionitzant i
dependent d’ATM es déna a través de fos-
forilaci6 de la serl5 de p53 (Shieh et al.,



1997) i es correlaciona amb la disrupcié de
la interacci6 de la p53 amb mdm?2, un regu-
lador negatiu de p53. El regulador mdm?2
inhibeix la funcié de p53 a través de dos
mecanismes: primer, inhibint la funci6 tran-
sactivadora de p53 i, segon, regulant la de-
gradacié de p53 (Wang, 1998). El trenca-
ment de la interaccié p53-mdm?2 a través de
la fosforilaci6 de la serl5 porta, per tant, a
l'activacié i l'estabilitzaci6é de p53. ATM no
és I'tnic activador de la p53, ja que, 'acu-
mulaci6 i I'activacié de p53 a través de UV
esta intacta en cel-lules ATM /. L’exposici6
a UV també indueix la fosforilacié de la
serl5 de p53 (Shieh et al., 1997). Actualment
no se sap si la fosforilaci6 de la ser15 de p53
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induida per UV o radiaci6 ionitzant es déna
a través de diferents vies.

L’activacié de p53 augmenta I'expressi6
de la proteina p21“¥!, la qual s"uneix i inhi-
beix el complex CDK2-ciclina Ei dénacoma
resultat un bloqueig en fase G1 del cicle
cel-lular. D’altra banda, en resposta a dany
al DNA, p53 també activa I'expressio de
GADD45. Aquesta s'uneix al PCNA i a
p21°PL, proteines importants per a la repli-
caci6 del DNA i el creixement cel-lular.
GADD45 estimula la reparaci6 per escissi6
in vitro i inhibeix l'entrada de les cel-lules a
la fase S (Smith et al., 1996). Per tant, malgrat
que no es coneix en detall com intervé
GADD45, es considera un enllag entre el sis-

—

Reparacié

Actiu

Entrada en anafase

Figura 4. Esquema de les funcions p53 en el check-point de dany al DNA en les fases G1 i G2 del cicle cel-lular.
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tema de vigilancia de dany a DNA depen-
dent de p53ilareparacié del DNA durantla
fase G1 (figura 4). L’activitat cinasa de c-Abl
s’incrementa quan les cel-lules s6n exposa-
des a radiacié ionitzant o a metilmeta-sulfo-
nat (MMS). Contrariament la c-Abl no s’ac-
tiva en resposta a radiacié UV. L’activaci6
de c-Abl per radiaci6 ionitzant és depen-
dent de la funcié d’ATM, ja que en cel-lules
deficients en ATM, c-Abl no s’activa. Diver-
ses observacions han suggerit que ATM fos-
forila directament c-Abl activant-ne I'activi-
tat tirosina cinasa (Wang, 1998).

Check-point de resposta al dany al DNA
durant les fases S i G2 i a defectes de replicacio
del DNA

La transicié G2/M és inhibida a través
del'activacié de dos mecanismes de vigilan-
cia: el que detecta els defectes de replicacié o
dany al DNA durant la fase S, i el que detec-
ta el dany al DNA durant la fase G2. En el
llevat s’ha implicat la DNA polimerasa a.iel
factor de replicacié6 RF5 com a principals
sensors de defectes en la replicaci6 del
DNA, i la proteina DBP11 com a sensora de
dany al DNA durant la fase S (Elled-
ge,1996). En mamifers, en canvi, no hi ha
evidencies que la DNA polimerasa o i RFC
(homoleg de RF5), siguin sensors del siste-
ma de vigilancia. La rad1B, la segona forma
d’splicing del gen Radl de mamifers, si que
s’ha implicat com a sensor de defectes de re-
plicaci6 (Parker et al., 1998).

Moltes de les molecules transductores
del senyal que s’activen quan es produeix
dany al DNA (ATM, p53, p21“r!, GADD45)
actuen tantenlafase G1 comenla fase G2 in-
hibint proteines reguladores del cicle cel-lu-
lar diferents i especifiques de cadascuna de
les dues fases. Per exemple, p53 activa 'ex-
pressio de la proteina 14-3-3c, la qual actua
inhibint la progressié G2/M en unir-se a la
cinasa mitotica cdc2 i transportar-la fora del

nucli, i queda inaccessible als seus substrats
(Chan et al., 1999). GADD45 també actua en
el mecanisme de vigilancia que bloqueja la
transicié G2/M en resposta a dany al DNA
provocat per raigs UV o agents genotoxics
com el MMS, pero no és necessari si el dany
es provoca per radiacié ionitzant. El blo-
queig de la transici6 G2/M induida per
GADD45 quan es provoca dany al DNA du-
rant la fase G2 és dependent de p53 (Wang et
al., 1999). GADD45 inhibeix l'activitat del
complex CDC2-ciclina B en unir-se especifi-
camentalacinasacdc2iprovocarladissocia-
ci6 del complex (Zhan et al., 1999) (figura 4).

Hem d’assenyalar que malgrat que
aquestes vies transductores mencionades
son importants perque es troben alterades
en cél-lules tumorals, com es descriu en I’a-
partat segtient, no sén les tniques vies. La
transici6 G2/M esta també regulada per
vies de transduccié que s’activen pels meca-
nismes de vigilancia que detecten especifi-
cament anomalies de la fase Sila fase G2 (fi-
gura 5). Aquests mecanismes es van identi-
ficar inicialment en llevat, pero tant les
proteines transductores del senyal com
les efectores es troben molt conservades en
cel-lules humanes. El principal component
d’aquesta via transductora és la proteina
Chk1l (Rhind i Russell, 1998). Chkl és una
serina/treonina cinasa que és fosforila i
s’activa en resposta a raigs UV, radiaci6 io-
nitzant o agents genotdxics com el MMS.
L’activacié de Chk1 és complementaria a la
resposta de dany al DNA d’ATM i p53. La
cinasa Chkl atura I’entrada en mitosi inhi-
bint I'activitat de la cinasa mitotica CDC2.
En resposta a radiaci6 ionitzant, Chk1 fosfo-
rila la ser216 de la cdc25C (Sanchez et al.,
1997; Furnari et al., 1997). Aquesta fosforila-
ci6 és necessaria per a la resposta del siste-
ma de vigilancia quan es produeix dany al
DNA, ja que la sobreexpressié de la cdc25C
amb la ser216 mutada a alanina anul-la el
bloqueig en fase G2. La fosforilacié de la
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Figura 5. Esquema de la regulacio de la transicio G2/M per Chkl i Chk2 en resposta a 1’activacio dels check-points de

dany al DNA i de defectes en la replicacio del DNA.

ser216 deguda a la cinasa Chk1 no varial’ac-
tivitat fosfatasa de la ¢cdc25C, i aquesta fos-
forilacié genera la formacié d'un fosfoepi-
top que indueix la unié de la proteina adap-
tadora 14-3-3 (diferent a la 14-3-3c que
s’'indueix per p53). Aquesta unié provoca la
sortida del nucli de la ¢cdc25C i com a con-
seqiiencia la inactivacié de la cinasa cdc2iel
bloqueig en fase G2 (Lépez et al., 1999).

En el llevat, el mecanisme de vigilancia
que detecta els defectes de replicacié o el
dany al DNA durant la fase Siactua bloque-

jant I'entrada en mitosi, esta principalment
regulat per I'activaci6 de la cinasa Cds1 i la
inactivacié del complex cdc2-ciclina B a
través de la fosforilaci6 de cdc2 (Zeng et al.,
1998; Rhind i Russell, 1998) (figura 5). Ini-
cialment es va proposar que Cdsl regulava
positivament!activitat de les cinases Weel i
Mik1, les quals actuen fosforilant la tyr15 de
cdc2. No obstant aix0, també s’ha observat
que Cdsl regula la fosfatasa cdc25 a través
de la mateixa fosforilacié que Chk1 (Rhind i
Russell, 1998). L’homoleg huma de Cdsl,
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també anomenat Chk?2, presenta caracteris-
tiques més amplies que Cdsl (Sanchez et al.,
1997; Blasina et al., 1999). Chk2 s’activa en
resposta al dany a DNA en qualsevol fase
del cicle cel-lular. S'activa en tractar amb
agents que provoquen defectes de replica-
ci6 i dany al DNA mitjancant radiaci6 ionit-
zant o raigs UV. Els estudis realitzats per tal
d’esbrinar les vies d’activacié de Chk2 han
suggerit que Chk2 s’activa a través de dues
vies, una dependent i una altra d’indepen-
dent d’ATM (Matsuoka et al., 1998). En
cel-lules sense ATM també s’ha observat la
fosforilaci6 i I'activacié de Chk2 en resposta
a dany al DNA induit per UV, pero no si el
dany és causat per radiaci6 ionitzant (Mat-
suoka et al., 1998). El substrat principal de
Chk2 és la fosfatasa cdc25. Estudis in vitro
han demostrat que Chk2 és capag de fosfori-
lar les diferents cdc25 que actuen en dife-
rents fases del cicle cel-lular i que s’autofos-
forila (Matsuoka et al., 1998). Estudis ex-
haustius amb la cdc25C indiquen que Chk2
fosforila el residu de ser216 igual que la ci-
nasa Chk1 (Matsuoka et al., 1998). Per tant, a

causa d’aquesta fosforilaci6, el complex
mitotic cdc2-cilina B queda inhibit i les
cel-lules queden bloquejades en fase G2.

Check-point activat per defectes en el fus
mitotic

A la sortida de la mitosi actua el tercer
mecanisme de vigilancia o check-point de fus
mitotic, que detecta els defectes del fus
mitotic i segregacié cromosomica, bloque-
jant la transicié metafase-anafase. El check-
point de fus mitotic pot sensar una gran va-
rietat de defectes del fus, des de la no-unié
d’un sol cinetocor al fus, fins a defectes mas-
sius, induits per la despolimeritzacié dels
microtibuls a través de drogues com el no-
codazole o la colquicina. S"han descrit dos
models que generen el senyal que activa el
mecanisme de vigilancia quan els cinetocors
no s'uneixen al fus mitotic: 'absencia de
tensio als cinetocors i la presencia de cine-
torcors no units al fus per se. El primer mo-
del es basa en els resultats que indiquen que
la manca de tensi6 es tradueix en un senyal
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FiGura 6. Esquema dels mecanismes de bloqueig en metafase induit per I’activacio del check-point de fus mitotic.



que provoca canvis en la fosforilacié de
components del cinetocor (reactivitat positi-
va a l'anticos 3F3/2, contra un fosfoepitop
encara no identificat). Respecte al segon mo-
del, quan el cinetocor no s"uneix al fus mito-
tic es troben les proteines Mad2 i Bub3 asso-
ciades al cinetocor. Altres evidéncies que in-
diquen que els defectes en la uni6 dels
microtibuls als cinetocors sén sensats per al
mecanisme de vigilancia del fus mitotic i
que el cinetocor esta implicat a generar el
senyal, provenen de l'analisi de compo-
nents del cinetocor com Ndc10. Aquest és
un component integral del cinetocor essen-
cial, a diferéncia de Mad?2 i Bub3. Cel-lules
que no tenen Ndc10 no formen cinetocors i
no es bloquegen en mitosi en preséncia d’a-
gents que trenquen el fus mitotic. Aquests
resultats suggerien que la formaci6 del cine-
tocor és necessaria per a la generacié del
senyal que activa el mecanisme de vigilan-
cia o per a organitzar la resposta de trans-
duccié del mecanisme (Amon,1999).

La fosforilacié de proteines és el meca-
nisme de transduccié del senyal suggerit en
detectar-se la desuni6 dels cinetocors als mi-
crotibuls. Estudis genetics en el llevat varen
identificar inicialment dues proteines cina-
ses, MpsliBubl, necessaries per al bloqueig
enresposta a defectes de fus mitotic, i Mad1,
proteina fosforilada especificament en res-
posta a l'activacié d’aquest mecanisme de
vigilancia (Amon, 1999; Hardwick i Mu-
rray, 1995). Altres proteines implicades en
la transducci6 del senyal sén Mad2, Bub3 i
cdc20 (figura 6).

Els substrats del sistema de vigilancia
del fus mitotic sén les proteines que activen
la progressié ila finalitzaci6 de la mitosi. Un
cop els cromosomes s’han unit al fus mitotic
durant la metafase, la cél-lula entrara en
anafase, es donara la separaci6 de les croma-
tides germanes, i posteriorment la finalitza-
ci6é de la mitosi. Tal com ja s’ha explicat, la
transici6 metafase-anafase, o separacié de
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les cromatides germanes, s’activa per un
procés degradant mediat per la ubiquitinit-
zaci6 per part del complex promotor de I'a-
nafase (APC), dels reguladors de la cohesi6
de les cromatides germanes (pdsl/cut2).
Posteriorment, APC també s’encarrega
d’induir la degradacié de ciclina B i permet
la transici6 a la telofase.

Per tant, I'activacio dels sistemes de vi-
gilancia del fus mitotic ha d’inhibir aquest
complex de degradacié o I'accessibilitat als
seus substrats per tal de parar la progressié
de la mitosi. El complex APC s’activa en pri-
mer lloc per la proteina cdc20 per tal de
degradar les proteines  pdsl/cut2.
Posteriorment, I’APC s’uneix a la proteina
cdhl/Hctl per tal d’activar la degradaci6
delaciclina B (Fang et al., 1998; Shirayama et
al., 1998). Les alteracions del fus mitotic re-
gulen la interaccié de cdc20 amb els compo-
nents del sistema de vigilancia del fus mito-
tic com Mad?2 i APC, inhibeixen l’activitat
ubiquitinitzadora del complex i provoquen
un bloqueig en metafase (Amon, 1999; Fang
etal., 1998).

ALTERACIONS EN LA MAQUINARIA
DE CICLE CELLULAR EN CELLULES
TUMORALS

Alteracions en la resposta a senyals
externs

Les cel-lules tumorals es caracteritzen
per la capacitat de proliferar en llocs i en
moments que no sén els adequats i, per tant,
es considera que les cel-lules tumorals proli-
feren fent cas omis dels senyals externs que
regulen el cicle cel-lular. Malgrat aquesta
presumpcid, no hi ha estudis clars que defi-
neixin per a cada tipus concret de cel-lula tu-
moral quina sensibilitat manté respecte de
tots els senyals externs. Es a dir, manca defi-
nir per a cada tipus cel-lular tumoral quina
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és la resposta als factors de creixement posi-
tius, als factors de creixement negatius, a
I'ancoratge a la matriu extracel-lular, i a la
inhibicié per contacte.

No obstant aix0, hi ha informacié abun-
dant sobre les alteracions dels nivells d’ex-
pressio de gens implicats en el control del ci-
cle cel'lular en cel-lules tumorals. La major
part de les alteracions de la maquinaria re-
guladora del cicle cellular sén d’origen
genetic. S"han descrit lesions cromosomi-
ques (amplificacions, translocacions o de-
leccions), o mutacions puntuals, que afecten
els gens de manera que o bé no expressen les
proteines o bé expressen proteines anoma-
les, hiperactives o inactives. També s’han
descrit alteracions de l'expressié d’origen
epigenetic. En aquests casos, els gens no es-
tan afectats, pero en canvi l'expressi6 de la
proteina esta alterada. En aquest grup inclo-
em les alteracions produides per alteracions
primaries d’elements reguladors que ope-
ren up-stream de la maquinaria de cicle
cel-lular i la inactivacié d’algunes d’aques-
tes proteines reguladores per l'acci6 de pro-
teTnes viriques.

La investigaci6 sobre les alteracions de la
maquinaria reguladora del cicle cel-lular en
tumors s’ha centrat especialment en la ma-
quinaria reguladora de les fases G11iS. Aixo
és degut al fet que son les fases més sensi-
bles als senyals reguladors externs i, per
tant, s’ha suposat que haurien d’estar prefe-
rentment afectades en els tumors. Dins d’a-
questes fases del cicle cel-lular operen dues
grans rutes; la ruta que regula l'activitat de
PRb (p16-CDK4/6-ciclines D-pRb), que ac-
tua sobre I'expressi6 de gens necessaris per
ala progressi6 del cicle cel-lular, i la ruta que
regula l'activitat CDK2 (p21°iPl/p27%ipl_cj-
clines E/ A-CDK?2), implicades en I'inici i la
progressié de la replicacié del DNA. Tal
com s’ha esmentat en la introduccié, aques-
tes dues rutes tenen una certa independen-
cia, pero també tenen interrelacions a dife-

rents nivells: CDK2-ciclina E igual que
CDK4-ciclina D, també fosforila pRb, i el ni-
vells de ciclina D-CDK4 segresten p275iP
que és un inhibidor dels complexos ciclina
E-CDK2.

Alteracions de I'expressio de components de la
ruta p16-CDK4/6-ciclina D-pRb

Durant els dltims anys s’han realitzat
nombrosos estudis que analitzaven les alte-
racions dels components de la primera de
les rutes mencionades, la de p16-CDK4/6-
ciclina D-pRb. La major part d’aquests estu-
dis s’han fet a nivell genetic i normalment
comprenen séries amplies d"un mateix tipus
de tumor i es limita a I'analisi d'un gen o
d’un nombre molt reduit de gens. Més re-
centment, s’han publicat estudis dels nivells
de proteines reguladores del cicle cel-lular
en séries no tan amplies de tumors primaris
o linies tumorals. Totes aquestes analisis
han permeés establir que la majoria de les
ceél-lules tumorals, si no totes, tenen altera-
cions de I'expressié d’almenys un dels com-
ponents d’aquesta via i per tant s’assumeix
que aquesta ruta esta desregulada. En els tu-
mors humans s’han descrit alteracions de
tots els components de la via, encara que en
diferents proporcions, fet que indica que
tots els components sén susceptibles de ser
alterats, encara que la rellevancia de cadas-
cuna de les alteracions en el procés onco-
geneétic esta per determinar.

Els nivells d’expressié de pRb es troben
freqiientment alterats en una gran varietat
de tumors (Sellers i Kaelin-WG, 1997). La
inactivacié dels dos al-lels de pRb esta des-
crita enretinoblastomes hereditaris i espora-
dics i també en un nombre important d’al-
tres tipus de tumors: carcinomes de pulmo,
devesicula biliar i de mama; osteosarcomes i
glioblastomes. En altres tipus de tumors s’ha
trobat alteracions en tnicament un sol al-lel
de pRb (leucémia limfocitica cronica, carci-



noma hepatic, esofagic, d’ovari, d’endome-
tri, de prostata i de cap i coll, i mieloma mul-
tiple). En canvi, hi ha una série de cancers en
que la presencia d’alteracions de pRb és
molt infreqiient: leucémia mieloide aguda,
leucemia limfocitica aguda, carcinoma gas-
tric, renal, pancreaticicolorectal. Enla majo-
ria dels casos les alteracions sén genétiques,
sobretot deleccions i mutacions intrageni-
ques. Es interessant el fet que la proteina E7
del virus del papiloma huma, que és capag
de produir cancer de cérvix, s'uneix a pRb i
la incapacita per a unir-se als factors de
transcripci6é E2Fs. La proteina E7 procedent
de les soques viriques (HPV16 i 18) associa-
des a un risc elevat de cancer de cérvix, s'u-
neix més forta pRb que les E7 elaborades per
soques de baix risc (Dyson et al., 1989).

L’expressié de ciclines i CDKS també
s’ha trobat alterada en un nombre crei-
xent de tumors (Hall i Peters, 1996). L’al-
teracié més freqiient és la sobreexpressié
de la ciclina D1. En practicament tots els
casos aquesta sobreexpressié es produida
per amplificacié genica, encara que s’han
descrit casos en queé la sobreexpressié és
conseqiiéncia d’una translocacié. La so-
breexpressié de ciclina D1 s’ha descrit en
un nombre important d’adenomes de pa-
ratiroides i en el cancer de mama. També
en carcinomes escamosos de cap i coll,
d’esofag i pulmé; carcinomes de fetge i
vesicula, i en sarcomes. Un significat es-
pecial té la sobreexpressié trobada en els
limfomes del mantell. Menys freqiient-
ment s’han trobat amplificacions del gen
que codifica per la CDK4. Aquestes alte-
racions s’han descrit essencialment en
glioblastomes i sarcomes. Mutacions de
CDK4 que donen lloc a una CDK4 consti-
tutivament activa s’han descrit en alguns
casos de melanoma.

També s’han trobat alteracions de I'ex-
pressié d’inhibidors del cicle cel-lular. La
perdua d’expressié de pl6™? es troba en-
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tre el 251 el 70 % dels tumors: cancers de
cap i coll, d’esofag, de tracte biliar, de
pulmé, colon i mama; leucémies; limfomes,
i glioblastomes. En el cancer pancreatic la
freqtiéncia arriba fins al 95 %. La transmis-
si6 hereditaria d’allels mutants de p16™k
déna lloc a una predisposicié a l'aparicié
de melanomes i cancers de fetge i pancrees.
En practicament tots els casos l'alteraci6 és
de tipus genetic: deleccié homozigotica, de-
leccié hemizigotica més mutacié intrageni-
ca o delecci6 hemizigotica més hipermetila-
ci6 del promotor (Serrano, 1997). En un
nombre significatiu de melanomes i altres
tipus de tumors I'inhibidor p15™ codelec-
ciona amb p16"*42, No obstant aixo, les alte-
racions de p15™" en absencia de perdua
de p16™" son infreqiients (Sellers i Kae-
linwg, 1997).

Alteracions de I'expressio de components de la
ruta p21°rYp275e1-CDK2-ciclines E/A

Estudis similars als anteriors s’han rea-
litzat amb la finalitat d’establir si es presen-
ten alteracions de la via p21©P!/p27KiPl.
CDK?2-ciclines E/A en celllules tumorals.
Tal com passa en l'altra ruta, s"han descrit
alteracions de I'expressi6 de tots els compo-
nents d’aquesta via en freqiiéncies dife-
rents. Malgrat aix0, en aquest cas no sembla
que totes les cel-lules tumorals, ni la gran
majoria, tinguin alteracions en aquesta via.

L’alteracié més freqtient del gen de la ci-
clina E en tumors és 'amplificacié genica.
Com a conseqiiéncia, aquests tumors sobre-
expressen en molts casos la proteina. També
s’han descrit mutacions puntualsien alguns
casos s’han evidenciat mecanismes post-
transcripcionals que condueixen a una acu-
mulacié de ciclina E. Entre el 13 % i el
21 % de cancers d’ovari presenten amplifi-
caci6 del gen de la ciclina E. En els tumors
gastrics, el percentatge és d'un15 %, ienels
carcinomes colorectals, del 10 %. En tota una
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altra serie de tumors s’han vist nivells alts de
ciclina E quan s’analitzen per immunohisto-
quimica, encara que no és clar si aquests in-
crements representen simplement alts ni-
vells de proliferacié o sobreexpressié de la
proteina (Donnellan i Chetty, 1999).

L’expressi6 de ciclina A també esta alte-
rada en alguns tipus de tumors, encara que
la freqiiencia és baixa. En alguns casos és
per amplificacié, pero s’han descrit alguns
casos de translocacié6 (Huuhtanen et al.,
1999).

En molts tipus de tumors s’han trobat la
peérdua d’expressio de p27%*! o la disminu-
ci6 dels nivells d’aquesta proteina. En gene-
ral, aquestes alteracions no sén produides
per aberracions genetiques, si no que en ge-
neral sén produides per mecanismes post-
transcripcionals anomals, concretament a
una taxa elevada de la degradacié de la pro-
teina. Aquesta disminucié dels nivells de
p27%P! es correlaciona forga amb I'agressivi-
tat del tumor i és un factor de mal pronostic
en els carcinomes gastrics, de mama, de
prostata i de colon. En altres tipus de tumors
encara no es disposa d'informacié fiable que
permeti establir el valor pronostic de la dis-
minuci6 de p27¥P!. Baixos nivells de p27Xir!
també s’associen a les transicions de no in-
vasiu a invasiu i de tumor localitzat a me-
tastasic (Tsihlias et al., 1999).

També s’han trobat alteracions dels ni-
vells de p21“P! en els tumors, encara que la
freqiiencia és baixa. Les alteracions troba-
des sén perdues d’expressi6 o nivells baixos
de la proteina. Semblantment al que passa
amb la p275¥!, les alteracions no son de ti-
pus genetic, si no de tipus epigenetic, pero
en aquest cas encara no es coneix si son alte-
racions que afecten la degradacié de la pro-
teina o d’altres tipus. A diferencia del que
passa amb la p27¥P!, el valor pronostic de
les alteracions de p21“¥! en tumors no esta
demostrat. Es interessant el fet que la protei-
na E7 del virus del papiloma, implicada en

la genesi del cancer de cérvix, també s"uneix
ala p21“rlj inhibeix la seva capacitat d’inhi-
bici6é dels complexos ciclina-CDK (Tsihlias
etal., 1999).

Les alteracions de CDK2 sén poc fre-
qiients i essencialment s’han descrit sobre-
expressions i algun tipus de mutacions pun-
tuals.

Alteracions en els mecanismes de
vigilancia. Inestabilitat genética

Es ben acceptat actualment que una
cellula es torna cancerosa com a resultat
d’acumular una serie de mutacions en gens
que controlen la proliferaci6 i/o la mort
cel-lular. Per tant, el cancer és una malaltia
hereditaria de la cel-lula. Es veu el procés de
tumorogenesi com un procés d’evolucié
cel-lular, de manera que hi intervenen feno-
mens de generacié de mutacions i de selec-
cié i expansio clonal de les cel-lules amb més
avantatges proliferatius. Pero continua ha-
vent-hi controveérsia sobre si les taxes de
mutacié normals sén o no prou altes per tal
de produir la variabilitat genetica suficient
per a la produccié de tumors (Hartwell,
1992; Loeb, 1999). Siguin o no suficients les
taxes de mutacié normals, la majoria de
cel-lules tumorals presenten una gran ines-
tabilitat genetica (Lengauer ef al., 1998). S’ha
de tenir en compte que inestabilitat genética
és un concepte dinamic. Per tant, no vol dir
tenir una gran acumulacié de mutacions
sind tenir una taxa de mutacio6 elevada, estar
continuament adquirint noves mutacions.

Es clar que alteracions en els mecanis-
mes de reparacié del DNA poden donar lloc
a una elevada taxa de mutacio. Aixi és el cas
d’alteracions en els sistemes de reparacié
d’errors de replicaci6 del DNA o sistema
MMR (MisMatch Repair). Individus amb al-
teracions en aquests gens presenten una ele-
vada taxa de mutacié puntual que es pre-
senta tant en seqiieéncies de DNA que codifi-



quen per a gens com en seqiiencies de mi-
crosatel-lits, i per aix0 es diu que presenten
inestabilitat de microsatel-lits. La inestabili-
tat en microsatel-lits serveix d’indicador de
I'increment de mutacié puntual, i les cel-lu-
les que el presenten es diu que tenen un fe-
notip mutador. Precisament, diversos tipus
de cancers com és el cancer colorectal here-
ditari tipus no-poliposi o HNPCC (Heredi-
tary NonPolyposisi Colon Cancer) i alguns
cancers colorectals esporadics, de carcino-
ma d’endometri o de sarcoma uteri, presen-
ten aquest fenotip mutador (lonov et al.,
1993; Thibodeau et al., 1993). D’altra banda,
alteracions en el sistema més general de re-
paracié de dany al DNA, com és el de repa-
racié per escissié de nucleotids o NER (Nu-
cleotid Excision Repair) que repara lesions en
el DNA causades per llum ultraviolada o
carcinogens quimics, es troba alterat en els
individus que tenen la malaltia xeroderma
pigmentosum (XP). La predisposici6 a I'apa-
ricié de tumors de pell és més elevada en
aquests pacients (Kraemer et al., 1999).

A part d’aquests errors en sistemes de re-
paracié del DNA, ija que els check-points son
els mecanismes de qué disposa una cel-lula
per tal de controlar la fidelitat en la trans-
missi6 del seu material genetic, sembla molt
probable que una part gran de la inestabili-
tat genetica sigui deguda a alteracions en el
check-points del cicle cel-lular (Hartwell,
1992; Sherr, 1996; Lengauer et al., 1998;
Elledge, 1996). Alteracions en el check-point
de dany al DNA produiria diferents tipus
de mutacions depenent del tipus de dany al
DNA produit. Podria anar des de mutacions
puntuals, fins a deleccions o translocacions.
Alteracions en el check-point de no-replica-
ci6 del DNA (entrada a mitosi sense acabar
la replicacié6 de DNA), podrien conduir a
deleccions i fins i tot a pérdua de cromoso-
mes sencers. Alteracions en el check-point de
fus mitotic podria conduir a aneuploides i
poliploides. En realitat estudis de cariotip
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demostren que la majoria de cancers tenen
pérdues o guanys de cromosomes (Mitel-
man ef al., 1999). A més, mitjangant estudis
moleculars s’ha comprovat que la pérdua
d’heterozigosi, o sigui la perdua d"un dels
al-lels paterns, és molt comu en tumors i esta
acompanyada normalment de guany de
I’al-lel oposat. De mitjana els cancers de co-
lon, mama, pancrees i prostata han perdut
un 25 % dels seus al-lels, i és normal en tu-
mors la perdua del 50 % dels al-lels. S’ha de-
mostrat també en alguns casos que la
presencia d’aneuploides no és una cosa
estatica sin6 que en cultivar les cel-lules can-
ceroses que provenen de tumors aneuploi-
des, les pérdues o els guanys de cromoso-
mes es produeixen entre 10-100 vegades
més rapid que en cél-lules que provenen de
tumors amb cariotip normal. Curiosament,
queden exclosos de presentar aquesta in-
estabilitat cromosomica els tumors que te-
nen inestabilitat de microsatel-lits, o sigui el
fenotip mutador de qué parlavem abans
(Lengauer et al., 1997).

El check-point que s’ha estudiat més en
cel-lules tumorals és el de dany al DNA.
Com s’ha vist abans, molécules com ATM,
p53, mdm?2, p21°¥! i GADDA45 estan impli-
cades en el fet induir una aturada en la fase
G1 del cicle cel-lular en el cas d’haver-hi
dany al DNA. D’altra banda, si el dany es
detecta en G2 l'aturada s’ha de realitzar
abans d’entrar en mitosi. ATM i p53 estan
també implicades en aquest procés, junta-
ment amb chkl1, cdc25C, i diferents mem-
bres de la familia de proteines 14-3-3. Moltes
d’aquestes molecules s’han vist alterades en
diversos tumors. Mutacions en ATM es pre-
senten en els pacients amb el sindrome here-
ditari AT (Savitsky et al., 1995). Els malalts
d’AT presenten una incidencia més elevada
de tumors, en particular de limfomes. A
més, deleccions de la regié del cromosoma
11, on es localitza aquest gen, tenen lloc amb
certa freqiiéncia en cancers de mama, ovari,
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colon i coll uteri. L’alteracié de p53 és potser
el cas mes emblematic (Levine,1997). Es tro-
ba mutada en el 50 % de tots el tumors, si bé
és un succés que normalment apareix tard
en el desenvolupament del tumor en hu-
mans. Exemples de tumors que presenten
freqiiencia elevada de mutaci6é de p53 s6n
els de cancer de colon, pulmd, mama, fetge,
ovari, bufeta, cervell, estémac, esofag, sar-
comes, limfomes ileucémies. Si bé en colon i
carcinomes s’observen deleccions, la majo-
ria de les alteracions en p53 s6n mutacions
puntuals que originen substitucions amino-
acidiques. Aquestes substitucions causen
alteracions en la molecula que normalment
inactiven com a factor de transcripci6. A la
vegada els tetramers formats entre molecu-
les de p53 mutada i p53 normals sén in-
actius de manera que les mutacions puntuals
inactivadores de p53 acostumen a tenir un
efecte dominant (Levine,1997). La proteina
mutada, encara que inactiva, acostuma a ser
molt més estable, de manera que els tumors
amb p53 mutada presenten nivells elevats
de p53. Les linies tumorals amb p53 mutada
presenten una inestabilitat geneética incre-
mentada, a la vegada que una major re-
sisténcia als agents toxics. Aixo tltim és de-
gut, segurament, a la falta d’induccié d’a-
poptosi (Bates i Vousden, 1996). Per tltim,
individus amb la malaltia hereditaria Li-
Fraumeni hereten un al-lel mutat de p53 i
s6n molt més susceptibles a I'aparicié de di-
versos tipus de cancer (Akashi i Koeffler,
1998). A part de per mutaci6, la funcié de
P53 pot ser inactivada per interaccié amb
oncogens virals com E6 de papilomavirus, T
antigen gran de SV40 i E1B d’adenovirus
(Hoppe-Seyler i Scheffner, 1999, Moran,
1993). El que s’aconsegueix amb aquesta in-
teracci6 és, en realitat, inestabilitzar la pro-
teina p53 de manera que no s’arriba a acu-
mular i per tant no pot fer la seva funcié.
Aixi doncs, la infeccié per aquests virus po-
dria provocar, entre d’altres, una inactiva-

ci6 del check-point de dany al DNA i per tant
incrementar la inestabilitat genéetica. Una al-
tra proteina que incrementa la degradaci6
de p53 i per tant la inactivacié del check-point
és mdm-2, que es troba sobreexpressada
en 30 % dels sarcomes i en un percentatge
més baix de gliomes i altres cancers humans
(Leach et al., 1993). Aquesta sobreexpressié
és normalment deguda a amplificaci6 geni-
ca. Per ultim, la proteina p194%F, codificada
conjuntament amb p16™“?, pel gen MTS1,
pot col-laborar també en 1’estabilitzacié de
P53 en bloquejar la interaccié entre p53 i
mdm-2 (Zhang et al., 1998). Aquesta estabi-
litzacié de p53 es creu que no seria, pero, en
resposta a dany al DNA, sin6 a algun altre
tipus d’alteracié com, per exemple, sobre-
expressié de Ras (Palmero et al., 1998). En
molts tumors hi ha una manca d’expressi6
de p192%F i el locus MTSI es troba mutat o
deleccionat en un elevat percentatge de can-
cers de pancrees i vies biliars, d’esofag i bu-
feta i en families amb susceptibilitat here-
ditaria a melanomes i cancers de pancrees.
Aixo suggereix un mal funcionament dels
check-points i de la induccié d’apoptosi de-
pendents de p53 en aquests tumors (Chin et
al., 1998; Serrano et al., 1996). Mutacions o
deleccions de p21©P! s6n poc freqiients en
tumors, i aixo potser és degut al fet que sigui
un proteina que també té una funcié activa-
dora del cicle cel-lular i per tant la seva per-
dua no provoqui un avantatge proliferatiu
clar. El que si que s’ha observat sén baixos
nivells proteics de p21“¥! en alguns tumors,
i aix0 molts cops esta correlacionat amb al-
teracions en p53 (Matsushita et al., 1996). En
els casos en qué no ho esta, seria interessant
d’analitzar I'existencia d’alteracions en el
promotor de p21“P! o en el seu sistema de
degradaci6, de manera que, tot i tenint p53
funcional, no s’incrementen els nivells de
P21 després de I'activacié del check-point de
dany al DNA.

Quant a alteracions en molécules impli-



cades en l'aturada en G2 en resposta a dany
al DNA, a part de la mateixa p53, s’ha vist
que chkl esta codificada per un gen localit-
zat en la regi6 cromosomica 11q22-23, en
que es troben freqiientment pérdues d’hete-
rozigosi en tumors humans (Flaggs et al.,
1997). En canvi, si bé les fosfatates cdc25A i
cdc25B s’han trobat sobreexpressades en di-
versos tipus de tumors, no hi ha una expres-
si6 diferencial de cdc25C en teixits normals
o neoplasics (Herndndez et al., 1998; Gaspa-
rotto et al., 1997).

Pel que fa al check-point de no-replicacié
del DNA, els elements claus no es coneixen
tant, si bé es creu que hi ha molts elements
comuns al de dany al DNA en G2, aixi
doncs, les alteracions en ATM i p53 descri-
tes abans que es troben en tumors també es-
tarien afectant aquest check-point. La cinasa
cdsl o chk?2 és la que funcionaria en lloc de
la chk1 per tal de prevenir 'entrada a mito-
si. La chk2 s’ha clonat recentment en hu-
mans, perd no s’han estudiat encara possi-
bles alteracions en cel-lules tumorals (Mat-
suoka et al., 1998; Blasina et al., 1999).

L'altim check-point considerat és el del
fus mitotic; com s’ha esmentat abans, mit-
jancant aquest check-point les cel-lules asse-
guren una segregacié cromosomica acura-
da. S’han trobat alteracions en aquest check-
point en la majoria de cancers colorectals
que tenen inestabilitat cromosomica (Cahill
et al., 1998), en una proporcié elevada de li-
nies tumorals de pulmé (Takahashi et al.,
1999), i en alguns cancers de mama (Li i Be-
nezra, 1996). En el cas del cancer colorectal
s’ha vist una correlaci6 entre alteraci6 del
check-point i inactivacié del gen hBUBI
(Cahill et al., 1998), mentre que en el cas de
cancer de mama s’ha observat una expressié
baixa del gen hisMAD?2 (Li i Benezra, 1996).
Per dltim, és interessant ressaltar que, tot i
que el check-point de fus mitotic funcioni in-
correctament, hi ha sempre una adaptacié
de manera que finalment les cel-lules surten
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de la mitosi sense separar les cromatides
germanes. La preséncia de p53 funcional és
llavors important per tal d’enviar aquestes
cel-lules adaptades a apoptosi i evitar aixi
que es generin poliploides (Lanni i Jacks,
1998; Cross et al., 1995).

Significat funcional de les alteracions de
la maquinaria reguladora del cicle
cel-lular i dels check-points en la génesi de
tumors

En general es creu que les alteracions de
la maquinaria reguladora del cicle cel-lular i
les alteracions en algun dels check-points son
fets essencials per a I'adquisici6 del fenotip
neoplasic. En principi, s"assumeix que les al-
teracions dels nivells d’algunes protei-
nes de les vies pl6-ciclina D-CDK4-pRb o
p21/p27-ciclines E/A-CDK2 poden des-
regular aquestes vies i afavorir d’aquesta
manera |’oncogenesi. No obstant aixo, hi ha
una manca important de treballs que analit-
zin les conseqiiéncies d’aquestes alteracions
sobre el control de la proliferacié de les
cel-lules tumorals. De fet, evidéncies recents
indiquen que cel-lules tumorals que no te-
nen p16™ 4, o nivells baixos de pRb, regulen
I'expressi6 de gens dependents d’E2F d'una
manera similar a les cel-lules normals. Per
tant, és molt possible que les alteracions de
les proteines reguladores del cicle afectin es-
sencialment la resposta de les cel-lules als
senyals externs que regulen la proliferacié
més que a I'expressié de gens dependents
d’E2F. Hi ha treballs que indiquen que mol-
tes cel-lules tumorals poden presentar una
proliferacié independent dels senyals ex-
terns (factors de creixement, dependencia
de l’ancoratge a la matriu extracel-lular o in-
hibicié per contacte). No obstant aixo, la
connexi6 entre les alteracions dels nivells de
proteines reguladores del cicle cel-lular i la
proliferacié independent de senyals externs
encara és forca desconeguda, ja que manca
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analitzar sistematicament aquesta relacié en
la majoria de les cel-lules tumorals. A més,
no es pot oblidar que les proteines regulado-
res del cicle cellular poden participar en
funcions encara desconegudes que podrien
tenir una implicacié important en l'aparici6
del fenotip neoplasic.

També esta assumit que 'alteracié de la
funcionalitat dels check-points pot produir
inestabilitat geneética i, com a conseqiieéncia,
afavorir la transformacié neoplasica. En al-
guns casos, aixd esta ben demostrat. Per
exemple, hi ha moltes evidencies que indi-
quen que l'alteraci6 de l'activitat de protei-
nes del check-point de dany al DNA té reper-
cussions importants en l'oncogenesi a
través d’acumulacions d’errors genétics. El
cas de les alteracions de p53 n’és un exem-
ple ben conegut. Hi ha certes evidencies que
suggereixen que alteracions en el check-point
de mitosi també poden generar anomalies
en el nombre de cromosomes i, en con-
seqiiencia, inestabilitat genetica. Malgrat
aixo, la implicacié d’altres check-points en la
geénesi d’inestabilitat genetica encara és
molt desconeguda.
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