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CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL GEN SUPRESOR TUMORAL RB1

ALEJANDRA L. BOQUETE
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Resumen El gen supresor tumoral RB1 se encuentra involucrado en la aparicién de va-

rias neoplasias, siendo la mas conocida el retinoblastoma, en la cual general-
mente se encuentra delecionado. Es de particular interés el estudio de este gen debido a
su relacién con la regulacion del ciclo celular y a que es el blanco molecular de muchas
oncoproteinas virales, las cuales al unirse a su producto proteico inhiben su capacidad
de frenar la progresion a través del ciclo celular. Por eso esta revision trata de analizar
sus caracteristicas moleculares, a los fines de identificar sus mutaciones y efectuar el
consejo genético a las familias con individuos afectados de retinoblastoma.
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Las células tumorales poseen dafno genético,
siendo este ultimo de dos tipos: dominante, en el
cual los blancos afectados son conocidos como
protooncogenes y recesivo en el cual los blancos
afectados son conocidos como genes supresores
de tumores, genes supresores del crecimiento,
oncogenes recesivos o antioncogenes. El dano
dominante resulta en la ganancia de una funcion,
mientras que las lesiones recesivas causan pér-
dida de una funcion’.

En general, alteraciones genéticas tales como
mutaciones puntuales y/o deleciones, resultan
mas frecuentemente en la pérdida de una funcion
(antioncogenes), dichas alteraciones contribuyen
a la oncogénesis por interferir en los mecanismos
que restringen la multiplicacion celular, mientras
que mutaciones de protooncogenes que llevan a
la ganancia de una funcién, producen senales
positivas anormales que conducen a la prolifera-
cion celular indiscriminada?.

En este trabajo, se analizara uno de los genes
involucrados en la provisién de senales negativas
para el comportamiento y proliferacion celular,
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estas senales pueden operar de distintas formas,
regulando temporalmente la salida del ciclo celu-
lar, o bien promoviendo la diferenciacion celular.
Se hara referencia en particular al antioncogén
«RB1», el cual se halla involucrado en varias
neoplasias?, entre ellas el retinoblastoma, osteo-
sarcomas, sarcomas esporadicos y sarcomas
derivados de retinoblastomas familiares, ademas
de una gran fraccion de carcinomas de pulmon
a células pequenas? carcinomas de vejiga, ma-
ma?, carcinoma de prostata, leucemias, carcino-
mas de cérvix*® y glioblastomas®.

Retinoblastoma

El retinoblastoma es un tumor maligno de la
retina en desarrollo (retinoblastos), se manifiesta
como una neoplasia intraocular cuya incidencia es
de 1/12.000. Se presenta bajo dos formas, cerca
del 40% de los casos «forma hereditaria»?, el tu-
mor es bilateral, con mdiltiples focos en cada ojo;
el retinoblastoma bilateral es frecuentemente diag-
nosticado en recién nacidos. En el resto de los
casos «forma esporadica, no hereditaria» de esta
patologia, los tumores son unilaterales, con un
solo foco tumoral, siendo de presentacién mas
tardia que en el caso anterior, alrededor de los
dos afnos de edad®®.
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Las caracteristicas de la forma hereditaria del
retinoblastoma, implica que los individuos afecta-
dos heredan un alelo mutado (linea germinal), y
posteriormente un evento somatico en celulas de
la retina, inactiva al otro alelo normal heredado del
otro progenitor. La frecuencia del evento somati-
co mutacional es relativamente alta, y esto con-
duce a una aparente herencia dominante. La for-
ma esporadica del tumor involucra dos eventos
mutacionales somaticos sucesivos, el segundo de
los cuales deberia ocurrir en la progenie derivada
de la célula que recibid la primera mutacion, esta
combinacién es rara, y los tumores aparecen en
forma tardia y son generalmente unicos.

La idea de que las bases moleculares del
retinoblastoma involucraban mutaciones recesi-
vas, que producian la pérdida de la funcién fue
impulsada por el hallazgo de casos de tumores
multiples, que poseian una delecion constitucio-
nal en células somaticas de la banda 13q14,1,
ademas de que en las formas esporadicas oca-
sionalmente se habrian encontrado también
deleciones de la banda 13q14. El gen involucrado
en esta patologia es el antioncogen RB1, el cual
mapea en la regiéon 13q14, que se encuentra
mutado (generalmente delecionado) en ambos
alelos en estos tumores? ® '°,

La proteina pRB1, codificada por el gen RB1,
no solamente se expresa en retinoblastos, sino
que ademas se encuentra en otros tejidos.

La confirmacion de que esta patologia esta
asociada con la delecion del mencionado gen, fue
demostrada por la ausencia de expresién de la
proteina pRB1 en lineas celulares de retino-
blastoma.

Muchos tipos de lesiones genéticas parecen
estar involucradas en la inactivacion del locus
RB1, grandes deleciones ocurren en el 30% de
los retinoblastomas, mientras que mutaciones que
afectan el procesamiento del RNAm resultan en
la delecién de un exoén, también se han hallado
mutaciones puntuales, corrimiento del marco de
lectura, formacion de un nuevo codon stop®, asi
como pequenas deleciones que produjeron alte-
raciones del promotor?.

Todas estas mutaciones tienen en comun la
alteracion o eliminacion de dos regiones de la
proteina RB, localizadas, entre los residuos
aminoacidicos 393-572 y 646-772. Esas dos re-
giones parecen formar el sitio de union para las
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interacciones con una gran variedad de proteinas
virales y celulares®.

Es probable que el locus RB posea un patron
tejido especifico de expresion y de regulacion del
desarrollo, debido a que el Unico tumor que pa-
rece tener una frecuencia incrementada de inci-
dencia en casos de retinoblastoma familiar es el
osteosarcoma?.

Mecanismos moleculares de pRB1

Fosforilacion y relacion con el ciclo celular

El gen de RB1 codifica para una fosfoproteina
nuclear de 105-110 KDa, esta diversidad de pe-
sos moleculares se observa en geles de SDS
poliacrilamida®, (relacionado con el grado de
fosforilacion) ademas por medio de la técnica de
Western Blot se han observado cinco bandas di-
ferentes de 110 a 116 KDa®. En la literatura algu-
nos autores la citan como p105RB? y otros como
p110RB®*,

Esta proteina ha sido hallada en distintos es-
tados de fosforilacién regulados por el ciclo celu-
lar, siendo maxima cerca del comienzo de la fase
S, y minima luego de la mitosis y posterior ingre-
so a G1%2 En Go y G, la proteina sin fosforilar blo-
quea la progresion hacia la fase S (punto de res-
triccion), por estar unida al factor transcripcional
E2F en su dominio de transactivacion'®, cuando
pRB1 es fosforilada por medio de kinasas del ci-
clo celular, se libera al factor transcripcional per-
mitiéndole asi, activar la transcripcion génica ne-
cesaria para la progresion a traves del ciclo celu-
lar®®. Esta fosforilacion seria llevada a cabo en G1
tardio/S por una kinasa y luego defosforilada en
M tardio por medio de una fosfatasa (pro-
teinfosfatasa tipo 1)''. Estos hallazgos sugieren
que pRB1 podria actuar como un regulador del
ciclo celular®.

La kinasa responsable de esta fosforilacion es
la cdc2 kinasa''"'?, debido a que se han hallado
en pRB1, sitios consenso de fosforilacion por p34-
cdc2 en serinas (LRSPYK) y treoninas (QRTPRK),
adyacentes a prolinas y dentro de un contexto de
aminoacidos basicos®3''",

En ausencia de pRB1 las células no son dete-
nidas en G1 y ocurre la proliferacion celular, en
este estadio las células aun no son malignas.

Mayor confirmacion de que la fosforilacion de
pRB1, constituye un evento critico en la prolife-
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racion celular, proviene de la demostracion de que
el estimulo de células T quiescentes (Go) condu-
ce a la fosforilacion de pRB1, mientras que la di-
ferenciacion de celulas hematopoyéticas esta aso-
ciada a la hipofosforilacion?.

La interaccion proteica mejor caracterizada es
la de RB1 con el factor transcripcional E2F',

Este ha sido caracterizado como una proteina
de aproximadamente 60 KDa, que presenta un
dominio de union al DNA del tipo «Helix-Loop-
Helix», localizado cerca del aminoterminal, adya-
cente a una region basica, que reconoce la si-
guiente secuencia consenso; 5-TTTSSCGC-
3'(donde S = C o G)'®. Esta secuencia ha sido
hallada en promotores de genes cuyos productos
son necesarios para el ingreso a la fase S¢ tales
como la DNA polimerasa, ribonucledtido
reductasa, C-Myc, timidilato sintasa, timidina
kinasa, dihidrofolatoreductasa y C-Myb* & &7, E|
dominio de transactivacion de E2F esta ubicado
en el carboxilo terminal y se superpone con la
region requerida para la union a la proteina RB1.

El complejo RB/E2F se encuentra predominan-
temente en G1 y S, dicho complejo puede ser di-
sociado por la presencia de oncoproteinas virales;
E1A de adenovirus, Antigeno T large de SV40 y
proteina E7 de papiloma virus® * '8,

Interaccion de pRB1 con proteinas virales
oncogeénicas

El producto proteico E1A, oncoproteina de 243
aminoacidos® del adenovirus compleja con pRB1,
también el antigeno T large del oncovirus SV40,
compuesto de 708 residuos aminoacidicos, une
pRB1, dichas interacciones son esenciales para la
transformacion producida por SV40 y por ade-
novirus, en este Ultimo caso ocurre a través de los
residuos aminoacidicos 121-139 sobre la protei-
na E1A®%, que muestra conservacion de secuencia
con una region en las proteinas transformadas de
SV40, polioma virus, virus BK y papiloma virus.

Notoriamente las proteinas E7 de los papiloma
virus no oncogénicos también unen pRB1 con
menos afinidad, que en el caso del HPV-16 y
HPV-18 oncogénicos.

La union de pRB1 al antigeno T Large de
SV40 esta regulada por fosforilacién, sélo la for-
ma hipofosforilada de pRB1, une antigeno T
Large de SV40% 5 12,

Las tres oncoproteinas virales (antigeno T
large de SV40, E7 de papiloma y E1A de adeno-
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virus) poseen una secuencia «LXCXE» necesa-
ria para interactuar con pRB1 (donde X represen-
ta cualquier aminoacido)®: & 12 18. 19,

Las proteinas transformantes de los virus DNA
tumorales, pueden actuar al menos en parte,
complejando e inactivando a la proteina hipofosfo-
rilada. Tales ideas han sido sustentadas por la
observacion de que el gen RB1 que sufrié muta-
ciones puntuales, habria codificado una proteina
que no pudo ser fosforilada, dichas mutaciones
si bien no destruyen los sitios potenciales de
fosforilacion, alteran el sitio de union al antigeno
T large de SV40, esta alteracion puede deberse
a cambios conformacionales, que hacen a la pro-
teina resistente a la fosforilacion'®.

Ciertas oncoproteinas virales, tales como, E1A
y Antigeno T large de SV40, pueden unirse a
pRB1 no fosforilada desplazar de la union a los
factores transcripcionales, activando de esta for-
ma la transcripcion. Los sitios de unién a onco-
proteinas pRB1 (aminoacidos 393-572 y 646-772)
coinciden con las posiciones de las mutaciones
naturales en el gen RB1, sugiriendo que esos
dominios proteicos son importantes para el fun-
cionamiento normal de pRB1°.

Modelos animales con deficiencias de la
proteina RB y ratones transgenicos

Han sido creados ratones heterocigotas para
un alelo nulo de RB (Rb-/+), éstos proveen un
modelo animal de herencia de alelos RB inacti-
vos. Los ratones que heredaron un alelo RB
mutado no desarrollaron retinoblastoma, pero en
su lugar aparecieron tumores de hipdfisis, dichos
tumores habian perdido el alelo no mutado res-
tante de RB®®.

Los embriones homocigotas Rb -/-, obtenidos
mediante la cruza de dos ratones heterocigotas
Rb -/+, morian a partir de los dias 12 a 15 de ges-
tacion, por lo cual la completa inactivacion de RB
fue la responsable de la letalidad embrionaria, lo
que sugiere que la funciéon de RB es necesaria
para el desarrollo normal* ® 2°. El analisis de los
embriones antes del dia 16 de gestacion reveld
defectos en el desarrollo neuronal y hemato-
poyético, con un aumento de la presencia de
eritrocitos nucleados inmaduros en el higado®- *
7. Los ratones transgénicos que incorporaban
multiples copias del gen RB humano ademas de
tener sus dos alelos normales de RB murino,
mostraron una disminucioén estadisticamente sig-
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nificativa del peso corporal y del tamano'’, de-
mostrando que la sobreexpresion de RB causé
retardo en el crecimiento a nivel de todo el orga-
nismo?°.

Rol de RB en la diferenciacion celular

Se ha analizado la expresion de RB en varios
tejidos embrionarios de ratéon por medio la tecni-
ca de Northern Blot, observandose que RB co-
mienza a expresarse el décimo dia de gestacién,
los niveles mas altos de expresion fueron halla-
dos en cerebro e higado. Fue detectada la ex-
presion de la proteina RB durante los dias 17 y
18 de gestacion en fetos de raton por inmuno-
fluorescencia, hallandose niveles elevados de RB
en higado fetal, osteoblastos, musculo esquelé-
tico, neuronas y células gliales del sistema ner-
vioso central.

La diferenciacion muscular es inducida y man-
tenida principalmente por la proteina basica,
«Helix-Loop-Helix»; Myo-D, que requiere la interac-
cion con RB, para llevar a cabo estas activida-
des, debido a que es esencial para arrestar a las
células en ciclo celular e inducir la expresion de
genes especificos durante la diferenciacion
miogénica®.

Estructura y funcion del GEN RB1

El gen se extiende 180 Kb y contiene 27
exones es transcripto en un RNAm de 4,7 Kb, el
cual se expresa en todos los tejidos®. El gen RB
esta conservado entre los vertebrados, el huma-
no presenta una homologia con el ratén del 91%
a nivel aminoacidico, dicha homologia se extien-
de también a la region promotora®. El marco de
lectura abierto codifica para 928 aminoacidos y a
partir de alli se predijo un peso molecular de 106
KDa. El extremo 5', que esta dirigido hacia el
centromero, carece de TATA box, pero contiene
una secuencia rica en CpG no metilada (isla
Cp@G), caracteristica de los genes constitutivos
(house keeping genes)®°.

La longitud de los exones oscila desde 31
nucledtidos en el exén 24, hasta 1889 bases en
el exén 27, este dltimo contiene el codén stop y
las senales de poliadenilacion. El exén 1 contie-
ne la primera metionina y secuencias 5' no tra-
ducidas correspondientes a la region promotora®.
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Caracteristicas del promotor del gen RB1

Existe evidencia de que la expresion de RB1
es regulada a nivel transcripcional, posiblemente
por un feedback autoregulatorio. El promotor de
RB1 contiene sitios potenciales de union para
cuatro factores de transcripcion, con los cuales
pRB1 puede interaccionar: E2F, ATF-2, SP1 y la
proteina de union RCE.

Se sabe que durante la embriogénesis de ra-
ton la expresion de RB1 esta diferencialmente re-
gulada en diferentes sistemas de organos y
entre distintos tipos celulares dentro del mismo
tejido. La secuenciacion de la regién 5' del gen,
no revela la presencia de TATAbox. Se han en-
contrado familias con retinoblastoma con mutacio-
nes en los sitios SP1 y ATF a -197 y -188 Pb, lo
cual produjo la inactivaciéon de la actividad
promotora.

La transcripcion por RNA polimerasa Il en pro-
motores que carecen de TATAbox se inicia cerca
de los sitios SP1, en las regiones ricas en GC, que
unen el factor ETF necesario para estabilizar el
complejo de iniciacion?'.

Estructura de la proteina RB

Existen al menos 4 dominios descriptos en la
proteina RB; un dominio amino terminal, dominio
A y dominio B, estos ultimos dos constituyen el
«A/B o bolsillo RB», y un dominio cerca del
carboxilo terminal, el cual es requerido para la
supresion del crecimiento. La regién mejor carac-
terizada es el «Bolsillo RB», conteniendo desde
el aminoacido 394 al 571 (dominio A) y desde el
649 al 773 (dominio B), en esta regiéon se unen
varias proteinas virales (ej. antigeno T large de
§V40) y el factor transcripcional E2F?2, estos do-
minios globulares que unen oncoproteinas virales
han sido mapeados por mutagénesis de delecion
del carboxiterminal, dichas regiones son criticas
para varias actividades de RB incluyendo la
fosforilacion durante la fase G1 del ciclo celular,
la union a factores transcripcionales y la supre-
sién del crecimiento en cultivos celulares®.

Los dominios A y B ademas presentan una
gran similitud de secuencia con dos factores de
transcripcion generales, el TBP (TATA binding
protein) y el TF [IB respectivamente. La habilidad
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de RB para interaccionar con varios factores
transcripcionales puede ser explicada en base a
esta similitud estructural con TBP y TF [IB: 2,

Notablemente dentro del dominio B existe el
subdominio TR, el cual se encuentra presente
tambien en ciclinas y en el factor transcripcional
Il B, este subdominio define a una superfamilia de
proteinas reguladoras nucleares. Sin embargo, la
expresion del bolsillo RB no es suficiente para la
supresion del crecimiento, se requiere una se-
cuencia adicional del carboxiterminal, la region
comprendida desde el aminoacido 803 al 841 que
se une a la proteina E7 en la region conservada
3, y de esa manera al unirse la proteina E7 del
papilomavirus, se bloguea la union de E2F a RB1,
independientemente de la presencia del bolsillo
RB. Dicha region (E7 binding domain), también es
capaz de unirse a la tirosina kinasa c-Abl a tra-
vés de su region de unién a ATP, actuando como
un inhibidor de su actividad tirosina kinasa®.

RB es una fosfoproteina nuclear que se une
al DNA doble cadena de manera no especifica,
la actividad de unién al DNA es intrinseca de la
region carboxiterminal compuesta de alrededor de
300 aminoacidos. Por medio del analisis de la
secuencia de RB por computadora, se predice una
estructura terciaria conteniendo varios dominios
globulares y una cola hidrofilica. Aunque los dos
dominios globulares N-terminales no poseen una
actividad bioldgica conocida hasta ahora, se sabe
que cuando la proteina RB intacta es corrida en
un gel en condiciones no desnaturalizantes migra
bajo la forma de oligdmeros, propiedad no com-
partida con p56%® un derivado truncado a nivel del
N-terminal®3.

Deteccion de alteraciones moleculares

Deleciones submicroscopicas y otras alteracio-
nes estructurales groseras, pueden ser detecta-
das por Southern Blot, debido a que es muy in-
frecuente el hallazgo de patrones de bandas anor-
males, se hace necesario el analisis cuantitativo
por medio de la densitometria de las senales
autorradiograficas obtenidas. Por medio del
Southern blot cualitativo y cuantitativo se pueden
llegar a detectar mutaciones germinales en el
15% de los pacientes. Muchas mutaciones
germinales son demasiado pequenas para poder
ser detectadas por esta metodologfa, por lo que
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se hace necesario recurrir a otras técnicas; para
deleciones como de 1pb puede realizarse PCR de
cortos fragmentos génicos y posterior electrofo-
resis en geles de poliacrilamida, pequenas
deleciones comprenden el 35% de las mutacio-
nes germinales. Las mutaciones puntuales exis-
ten en aproximadamente el 50% de los pacien-
tes con retinoblastoma hereditario y pueden ser
analizadas por el ensayo de proteccion de RNasa,
PCR-SSCP (single strand conformation polymor-
phism) y por secuenciacion de los segmentos
génicos amplificados®.

Discusion

La mayoria de los retinoblastomas ocurren
debido a mutaciones de novo, de esta manera
cada individuo afectado posee una sola de una
gran variedad de mutaciones diferentes, que se
producen independientemente. La mutacion afec-
ta solamente a un locus dentro del genoma, y
puede ser tan pequena como la sustitucion de un
pb, a pesar de que el locus afectado éste consti-
tuido por miles de pb. En pocos casos familiares,
la segregacion del gen causante de la enferme-
dad puede ser seguida indirectamente por medio
de marcadores de ligamiento polimérficos.

La busqueda de las mutaciones en RB1 no es
simple debido a su gran tamano (200 Kb), y a su
compleja estructura (27 pequenos exones). Has-
ta ahora se asume que las mutaciones de novo
se encuentran dispersas a lo largo de todo el gen,
y que no existe una zona en especial del gen
particularmente involucrada en dichas mutaciones.
El diagnostico presintomatico de familiares de
pacientes no es aun efectivo en la mayoria de los
casos por no poder identificar la mutacion causan-
te de la patologiaZ: 2! 252827,

Por este motivo, se debe realizar un gran nu-
mero de analisis de DNA, para detectar la muta-
cion ocurrida en cada individuo en particular, y la
de sus familiares inmediatos. Una vez identifica-
da la mutacion en particular, es posible determi-
nar el riesgo que poseen los familiares de los
pacientes. Los resultados asi obtenidos son va-
liosos para el consejo genético de las familias. Por
lo tanto, es posible asegurarles a los miembros
no afectados, que no portan el alelo mutado y que
en consecuencia su progenie no presenta un ries-
go elevado de presentar tumores hereditarios.
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Estos analisis establecen varios puntos impor-
tantes para el consejo genético:

1) Si la mutacion fue detectada en el DNA
constitucional del paciente, se trata de una mu-
tacion de origen germinal, por lo tanto la futura
progenie del paciente posee un 50% de probabi-
lidad de heredar una sola copia del gen mutado
que predispone al retinoblastoma u otros tumo-
res relacionados.

2) Si la mutacion fue detectada en el DNA del
tumor, pero no en el DNA de linfocitos de sangre
periférica (DNA constitucional), esto sugiere una
forma no hereditaria de la enfermedad, lo que sig-
nifica que se han producido dos eventos
inactivantes del gen RB1 en los retinoblastos, esto
generalmente conduce a retinoblastomas unilate-
rales. La mayoria de los retinoblastomas unilate-
rales (60-75%), no son hereditarios, mientras que
el 25-40 restante si lo son?.

Summary

Molecular characteristics of RB1 tumor
suppressor gene

RB1 tumor suppressor gene is implicated in the
development of some malignancies, among which
retinoblastoma is the most common; in this tumor
RB1 gene is generally deleted. This gene is
closely associated to the cell cycle regulation and
it constitutes a molecular binding target of viral
oncoproteins, which inhibits its protein product,
thus interrupting cell cycle progression. This pa-
per describes its molecular features, in order to
identify its mutations.
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