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Excmo. Sr. Rector Magnifico de la Universidad de Granada,
Excelentisimos e Ilustrisimos Srs. Vicerrectores, Decanos y Miembros del
Claustro Universitario.

Excelentisimas e Ilustrisimas Autoridades.

Seifioras, sefiores, queridos amigos:

La presentacién ante ustedes de la personalidad humana y cientifica del
Prof. Gordon Barry Pierce, a quien hoy la Universidad de Granada confiere el
grado de Dr. “Honoris Causa”, es para mi un alto honor y un extraordinario
motivo de satisfaccion.

Un alto honor, por tratarse de una personalidad cientifica que retine, en
grado méximo, todas aquellas cualidades que el profesor universitario desea
encarnar: inteligencia, esfuerzo, constancia, asi como la necesaria intuicién
creadora que hace emprender arriesgados caminos experimentales, capaces de
conducir a ideas simplificadoras y geniales que sean, durante mucho tiempo,
base de conocimientos y piedras angulares de disciplinas tan complejas como
la Oncologia Bésica.

Y es, sobre todo para mi, un extraordinario motivo de satisfaccion rendir
homenaje al Maestro, especialmente en estos dias en que la conquista
individual y la competitividad como norma, hacen olvidar algunos de los
puntos basicos en la conducta universitaria: el agradecimiento, la lealtad y el
reconocimiento a las personas, que, desinteresada pero conscientemente,
brindan a la sociedad, no sélo sus extraordinarios conocimientos, sino
también ese espiritu critico que conforma el “ser universitario”.

Se mantiene asi la universalidad que esta Institucién necesita, hoy mas
que nunca, y que ha sido su gran norma durante 450 afios.

La deseada autonomia que posibilita el esfuerzo responsable y la iden-
tidad motivadora, no debe caer nunca en el provincialismo. Este acto es un
testimonio de que la Universidad de Granada, viva durante tanto tiempo,
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sigue viva, segura de su comportamiento adecuado al bien comtin general y
lejos de mezquindades o intereses particulares.

En esta presentacién, es obligado comentar, aunque brevemente, la
trayectoria cientifica del Prof. Pierce. Nace en una poblacién del estado de
Alberta, en Canad4, donde, en intimo contacto con la montafia, adquiere un
interés extraordinario por comprender los fenémenos naturales, interés que
mantendr4 durante toda su vida. La observacién de dichos fenémenos deter-
minaré su vocacién por la Biologia, sin duda tan necesaria para un inves-
tigador en el campo de las Ciencias Bésicas de la Medicina. Durante toda su
actividad investigadora este interés biolégico presidird un intento de descifrar
la clave de los procesos mas intimos que rigen la actividad celular.

Esta trayectoria biolégica se verd impulsada, en su periodo de formacién,
por el contacto que mantiene en Pittsburgh con Frank J. Dixon, uno de los
patélogos celulares mas importantes de este siglo; en dicho laboratorio yenel
de la Universidad de Michigan, donde alcanza la C4tedra, establece su gran
linea innovadora en un aspecto tan basico de la patologia celular como es el de
la Diferenciacién. En 1968, en la Universidad de Colorado, organiza un
departamento de Anatomia Patolégica, encaminado a realizar y confirmar sus
lineas de trabajo y recrea una idea que sera seguida rapidamente por otras
Universidades progresivas: la de un Departamento de Patologia volcado a la
investigacion bésica y que considere en su justo valor, sin hipertrofiarla, la
rutina taxonémica y anatomoclinica de la llamada Anatomia Patolégica
Quirtrgica. En Denver, frente a las Montafias Rocosas de su infancia,
permanece fielmente, tras haber rechazado nombramientos de CAtedras de
otras prestigiosas Universidades Norteamericanas.

La gigantesca labor de Gordon Barry Pierce se ve ampliada por su capa-
cidad de organizador en muy diferentes comités, de los cuales solamente
citaremos los mas importantes: Formacién de cientificos médicos del
“National Institute of Health’’, Comité de personal cientifico de la “American
National Cancer Institute” y Comité de proyeccién futura de la “American
Cancer Society”.

Asimismo, es o hasido Presidente de Sociedades Cientificas de la maxima
solvencia y calidad tales como la “American Society of Pathologists™, Seccién
de estudio B (Anatomia Patolégica) del “National Institute of Health”,
Sociedad Internacional de la Diferenciacién (de la cual es co-creador) y,
finalmente, la “Federation of American Societies of Experimental Biology”,
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es esta ultima, sin duda, la sociedad cientifica mundial con mayor nimero de
miembros inscritos.

Entre las numerosas distinciones cientificas, quizas la mas valorada por el
Prof. Pierce es el nombramiento de Profesor Vitalicio dela “American Cancer
Society”, que posee desde 1964; debo decir que esta distincién es la maxima a
la que puede aspirar un investigador en el campo de la Cancerologia.

Una de las cualidades mas importantes de Pierce es, para mi, su capacidad
de generar ideas totalmente nuevas y de comunicarlas a un equipo de trabajo
escogido y organizado capaz de procesarlas. Como tal innovador, va a marcar
una serie de hitos en la Anatomia Patolégica, que proveen una base racional
para, su aplicacion practica, a problemas tan inquietantes como la Biologia del
Cancer.

En resumen, podemos decir que sus investigaciones han cambiado los
conceptos previamente existentes sobre la Biologia de las neoplasias y, como
consecuencia, han establecido nuevas técnicas de estudio, capaces de revo-
lucionar la Anatomia Patoldgica, tanto en su aspecto experimental, como en el
de aplicacién clinicopatolégica.

Pasemos ahora revista a algunos de estos hallazgos:

I. DIFERENCIACION NEOPLASICA:

La teoria clésica, hasta Pierce, contemplaba que la célula neoplasica
sufre, en su evolucién, un proceso de desdiferenciacién; es decir, que una
célula diferenciada se transforma en otra sin los datos de maduraci6n que la
caracterizan. Pierce, basdndose en el axioma bioldgico que establece que “la
naturaleza jam4s da pasos hacia atras”, disefia y desarrolla un elegante sistema
experimental, utilizando diferentes entidades tumorales y emite una teoria
unitaria, muy importante desde el punto de vista metodolégico, que permite
definir los siguientes hechos:

a) Las neoplasias se originan a partir de células madre (stem cell)
presentes en todos los tejidos; éstas son las encargadas, en condiciones norma-
les, de renovar paulatinamente las células que mueren por agotamiento fun-
cional. El origen de la neoplasia a partir de dichos elementos explica la mayor
frecuencia de canceres que asientan sobre procesos activos de hiperplasia y
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regeneracion, tales como el cdncer originado en cirrosis y los cinceres favo-
recidos por la estimulacién estrogénica de la mama y el ttero.

b) La célula madura postmitética carece de agresividad intrinseca; por
esta razén, el componente diferenciado de los canceres es inactivo desde el
punto de vista de su agresividad biolégica.

¢) Al provenir los cnceres de las células madre, existe la posibilidad de
modular la respuesta madurativa de las mismas, mediante una sustancia
adecuada que sea capaz de diferenciarlas, transformando asi células malignas
en benignas y posibilitando una cura del proceso.

En el curso de estas investigaciones se demostraron, como hallazgos
concurrentes, la secrecién de gonadotrofina cori6nica por el trofoblasto y el
origen no neural de algunas células del colon con granulos de neurosecrecion,
sentdndose la base de constestaci6n a la teoria unitaria neural para el sistema
APUD de Pearse.

II. MEMBRANAS BASALES:

Las membranas basales son l4minas que rodean ciertos tipos celulares y
los aislan, aparentemente, del medio ambiente tisular. La microscopia éptica
las revela como ldminas de soporte en células preferentemente epiteliales. Su
valor teérico de barrera entre los distintos tipos celulares tiene grandes impli-
caciones en cancerologia; asi, un carcinoma “in situ’’ es aquél que no rebasa
los limites de la membrana basal. Pierce demuestra en su investigacién el
origen epitelial y no mesenquimal de la misma, asi como su mecanismo de
produccién y aspectos fundamentales de su composicién especifica.

III. AVANCES TECNICOS:

La necesidad de evidenciar sustancias dentro de las células normales y
alteradas que revelen aspectos especificos de su metabolismo, le hacen
concebir un sistema permanente de observaci6n que permite determinar, tanto
desde el punto de vista dptico como ultraestructural, la localizacién de dichas
sustancias mediante la técnica del marcaje con peroxidasa de rabano de un
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anticuerpo especifico obtenido contra un componente celular. Piercef con la
ayuda de Paul K. Nakane, desarrolla dicha técnica, que en la' act}lahc!aq ha
pasado a ser un auxiliar de primerisima linea en la patologia d{agnos}lca,
aclarando aspectos taxonémicos de las neoplasias en base a la existencia de
marcadores de la actividad tumoral. Esta técnica permite reconocer la produc-
cién de determinadas sustancias y, por tanto, la identidad celular_, en
contraposicién a las técnicas tradicionales de tincién, puramente empiricas.

También su laboratorio es pionero en la utilizacién de las técnicas de
inmunofluorescencia, histoautorradiografia ultraestructural, purificacién
selectiva de anticuerpos especificos y conjugacién con enzimas marcadora_s,
asi como complejas técnicas de micro-diseccion, microinyeccion y clonaje
celular.

Toda esta actividad cientifica se ve reflejada en una produccién biblio-
grafica que, aunque aparentemente no alcanza cotas numéricas que causen
asombro, por el contrario, representa, en cada trabajo, una columna miliaria
de la Anatomia Patolégica y de la Biopatologia Celular.
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The great honor that you have bestowed on me today was unanticipated,

but it is greatly appreciated, because it confers on me membership in a Uni-
versity that epitomizes the common heritage of all universities, which is one of
man’s most notable aspirations. This heritage is well summarized by the late
English Poet Laureate John Masefield:
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THE UNIVERSITY

There are few earthly things more beautiful than a University. Itisa
place where those who hate ignorance may strive to know, where those
who perceive truth may strive to make others see; where seekers and lear-
ners ahkg, banded together in the search for knowledge, will honor
th_ought in all its finer ways, will welcome thinkers in distress or in exile,
will uphold ever the dignity of thought and learning and will exact
standards in these things. They give to the young in their impressionable
years the bond of a lofty purpose shared, of a great corporate life whose
links wil} not be loosed until they die. They give young people that close
companionship for which youth longs, and that chance of the endless

discussion of the themes which are endless whithout which youth would
seem a waste of time.

There are few earthly things more splendid than a University. In
these days of broken frontiers and collapsing values, when the dams are

Agradezco vivamente el inesperado honor que ustedes me conceden en el
dia de hoy porque me permite ser miembro de una Universidad con 450 afios
de tradicién académica. Una Universidad que compendia la comtn herencia
de todas las Universidades y que es una de las aspiraciones més nobles del
hombre. Dicha herencia la ha resumido con acierto el ya fallecido laureado
poeta britanico John MASEFIELD:

LA UNIVERSIDAD

“Existen pocas cosas terrenas mas hermosas que una Universidad.
Es un lugar donde quienes odian la ignorancia laboran para saber; donde
quienes perciben la verdad hacen que otros vean; donde los que buscan y
aprenden, juntos todos en pos del conocimiento, le honran en sus aspec-
tos mas hermosos, y dan la bienvenida a los pensadores afligidos o exi-
liados; un lugar que mantiene la dignidad del pensamiento y del saber y
extrae las adecuadas consecuencias. Quienes en ella vivien, dan al joven,
en esos sensibles afios de la juventud, el compromiso de un alto propdsi-
to, de una gran vida colectiva cuyos nudos no se aflojaran hasta que mue-
ra; dan a los jovenes ese estrecho compaifierismo por el que la juventud se
afana y esa oportunidad de discutir sin fin los temas que en si mismos no
tienen tampoco fin, sin los cuales aquella podria parecer una pérdida de
tiempo.

Existen pocas cosas terrenas mas espléndidas que una Universidad
En estos dias en que las fronteras han desaparecido y los valores caen,
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down and the floods are making misery, when every future looks
somewhat grim and every ancient foothold has become something of a
quagmire, wherever a University stands, in stands and shines; wherever it
exists, the free minds of men, urged on to full and fair enquiry, may still
bring wisdom into human affairs.

The members of all universities are grateful to you for your legacy of
scholarship.

In this dissertation, I propose discussing cancer research in both
philosophic and pragmatic terms.

Cancer, by its very nature, has developed a mystique that often
obscures clear thought, thus leading to unbecoming bias. Investigators
have searched for and have found many causes of cancer. However, the
search for viruses as a cause of human cancer has been largely unsuc-
cessful, thereby eliminating the hope of instituting prophylactic imnu-
nization of the population. Chemotherapy has been applied with variable
and usually disappointing results. In this approach of seeking causes
and eliminating them, in attempting to protect the public by immuno-
prophylaxis, or in treating breakthrough cases chemically, we appear to
be recapitulating the approach ultimately successful in the control of the
great pandemics. Just as identification of the etiologic agents of the
infectious diseases with knowledge of how to protect the public from
them reduced the incidence of these diseases, so would elimination of the
causes of cancer reduce the incidence of tumors. Immunotheraphy and
chemotherapy were successful with the infectious diseases, because treat-
ment was directed at the etiologic agents involved. Unlike the infectious
diseases, oncologists treat the result, the tumor itself, not the causes of
the tumor, and for cancer with metastases, these treatments are usually
palliative only. It is characteristic of tumors that they develop, grow and
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cuando los diques se han roto y las inundaciones hacen amarga la vida,
cuando cada futuro parece algo triste y cada tierra firme se ha trans-
formado en un cenagal, donde quiera que exista una Universidad se
mantiene y brilla; donde quiera que exista, las mentes libres del hombre,
incitadas a una completa y justa busqueda, todavia pueden aportar
sabiduria a los asuntos humanos”.

Los miembros de todas las Universidades deben estar agradecidos a
esta Institucién por su legado académico.

En esta disertaciéon, me propongo discutir sobre la investigacion
cancerolégica en términos filoséficos y pragmaticos.

El cancer, por su propia naturaleza, ha desarrollado una mistica que
a menudo oscurece la claridad del pensamiento conduciendo a una serie
de prejuicios inaceptables.

Los estudiosos han analizado y encontrado muchas causas del
cancer. Sin embargo, la busqueda de virus como factores causales de
neoplasias en la especie humana no ha tenido éxito, eliminandose asi la
esperanzadora posibilidad de realizar una inmunizacién profilactica de
la poblacién.

La quimioterapia ha sido aplicada con resultados variables, gene-
ralmente descorazonadores. En este proceso de bisqueda y rechazo de
causas; en esa pretensién de proteger a la humanidad por inmunopro-
filaxis o de tratar los casos desde un punto de vista quimico, parece mas
bien que estamos compendiando el definitivo y fértil acercamiento
utilizado en el control de las grandes pandemias. Asi como la identifi-
cacién de los agentes etiol6gicos de las enfermedades infecciosas, y el
consiguiente conocimiento de cémo proteger de ellas a la humanidad
redujo su incidencia, de igual forma la eliminacién de las causas del
cancer reduciria la incidencia de los tumores. La inmunoterapia y la
quimioterapia tuvieron éxito con las enfermedades infecciosas, porque el
tratamiento se dirigia a los agentes etiolégicos que las producian. Pero a
diferencia de lo que ocurre con las enfermedades infecciosas, los oncé-
logos tratan solamente la consecuencia, es decir el tumor en si, y no las
causas del tumor; incluso en aquellos canceres con metastasis estos trata-
mientos no son sino paliativos. Un hecho caracteristico de los tumores es
que se desarrollan, crecen y producen sus efectos mucho después de la
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produce their effects long after the disappearance of the etiologic agent.
Therefore, new approaches are needed for the ultimate solution of the
cancer problem.

In examining this problem, let us start at the beginning. A cancer is
produced when one or a few cells of a tissue begin to grow atan abnormal
rate, appear less mature, invade contiguous normal tissue, and spread
throughout the body in a manner incompatible with life. The morpho-
logic, physiologic and chemical features which characterize malignant
cells are all normal cellular attributes used by vaious cell types during the
development of the organism !. If these attributes are one-time features of
normal cells which were repressed during development, the mechanism
by which they are re-expressed after carcinogenesis is an essential feature
of malignancy. These attributes in toto comprise a phenotype incompa-
tible with life, but in understanding cancer they are much less important
than the mechanism underlying their expression. Although many causes
are known for cancer, we do not know how any one of the carcinogens
changes a normal cell into a cancerous one. We do know that another
essential feature of the malignant state resides in the mechanism respon-
sible for the stability and heritability of the malignant phenotype 2.

4 Itis prob.able that there will be a common explanation for this sta-
bility and heritability of the malignant phenotype and the re-expression
of the embryonic features that characterize the malignant process.

i Currently, t.here are two explanations for this stability and herita-
bility. The first is genetic, the second epigenetic.

: When animals are fed precarcinogenic chemicals, the cells of the
amn'fal convert the chemicals to highly reactive molecules capable of
causing transformation of normal cells to malignant ones >. These
molecules react with DNA of the cell (among other molecules), leading
the majf)rity of oncologists to the belief that a structural change in DNA
Fesults, in other words a mutation causes transformation of the cell. This
is an obvious and easy explanation for the self-perpetuating stable nature
of ‘the malignant phenotype. In contrast, a minority of oncologists
believe that the mechanism underlying the stability and heritability of
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desaparicion del agente etiol6gico; por lo tanto se necesitan nuevos
acercamientos para la solucién definitiva del problema del céncer.

A la hora de examinar este problema, conviene que empecemos por
el principio. Un cancer se produce cuando una 6 unas cuantas células de
un tejido comienzan a crecer de modo anormal, aparecen menos
maduras, invaden los tejidos normales contiguos y se propagan por todo
el cuerpo de una manera totalmente incompatible con la vida. Las carac-
teristicas morfolégicas, fisiol6gicas y quimicas que definen a las células
malignas, son todas ellas cualidades de la célula normal y son utilizadas
por distintos tipos celulares durante el desarrollo del organismo . Si
estos atributos han sido en una ocasién propios de células normales pero
que fueron reprimidos durante el desarrollo, el mecanismo por el que
estas células se reexpresan tras la carcinogénesis es una condicién
esencial de la malignidad. En su conjunto, estos atributos comprenden
un fenotipo incompatible con la vida, pero a la hora de entender el cAncer
son mucho menos importantes que los mecanismos que existen bajo su
expresion. Aunque existen muchas causas conocidas de cancer ignora-
mos como cualquiera de los carcindgenos determina el cambio de una
célula normal a una cancerosa. Sabemos que otro rasgo esencial del
estado de malignidad subyace en el mecanismo responsable de la esta-
bilidad y heredabilidad de el fenotipo maligno 2.

Es probable que exista una explicacién comun para esta estabilidad
y heredabilidad del fenotipo maligno y para la reexpresioén de los rasgos
embrionarios que caracterizan al proceso maligno.

En la actualidad existen dos explicaciones para dicha estabilidad y
heredabilidad. La primera es genética y la segunda epigenética.

Cuando se administran a animales sustancias quimicas precarciné-
genas, las células del animal convierten dichas sustancias en moléculas
altamente reactivas, que son capaces de transformar a las células norma-
les en malignas . Estas moléculas reaccionan, entre otras moléculas, con
el DNA de la célula, lo que ha llevado a la mayoria de los oncélogos a
pensar que se produce un cambio estructural en el DNA; o dicho con
otras palabras, una mutacién es la causante de la transformacion de la
célula. Esta explicaci6n es obvia y ficilmente aceptable cuando tratamos
de explicar la naturaleza estable y autoperpetuante del fenotipo maligno.
Frente a esta hip6tesis, una minoria de onc6logos cree que el mecanismo
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malignant cells is really no different from that governing the stability and
heritability of normal differentiated cells. It is well known that when skin
cells divide they do not give rise to brain cells; they give rise to skin cells.
Skin cells no matter how stressed do not spontaneously change into
muscle cells or lung cells. This stability and heritability of our normal
tissues is believed to result from stable regulation of DNA expression
rather than from structural changes in the DNA *. The idea would be that
highly reactive chemical carcinogens would lead not to mutations, but
rather to changes in control of DNA leading to the re-expression of
embryonic traits which were repressed during normal development.
Thus, in this epigenetic idea there would be no change in the structure of
DNA, merely a change in its regulation. Indeed, Armin C. Braun has
shown this to be the case with crown gall tumors of plants °.

Irrespective of the mechanism involved, whether it be genetic or
epigenetic, it is the fond hope of molecular biologists that the study of
DNA and its regulation of expression will lead to such understanding of
malignant disease that new and specific forms of therapy will result.
This point of wiew leads to certain questions. Should all cancer research
efforts be directed at DNA? I think not. Should society wait for the
complete understanding of cellular controls as a prerequisite for new
methods of cure for cancer? This answer is emphatically “No”. We still
do not understand the molecular nature of diabetes, but the discovery of
insulin has allowed millions of diabetics a good life.

Currently chemical treatment for cancer with metastasis is based on
the premise that cancer cells beget cancer cells. In other words, once a
cancer cells, always a cancer cell. If true, then the cure for cancer must be
by killing all of the cancer cells in the body. The most widely used method
of killing cancer cells is the administration of drugs that interfere with
DNA synthesis. Because cancer cells usually don’t replicate faster than
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que regula la heredabilidad y estabilidad de las células malignas no es
muy diferente del que gobierna la estabilidad y heredabilidad de las
células normales y diferenciadas. Es bien sabido que cuando se dividen
las células de la piel no dan lugar a células del cerebro, sino que uinica-
mente originan células cutdneas. Las células de la piel, sea cual sea el
estimulo al que estdn sometidas, no cambian espontaneamente a células
musculares o pulmonares. Esta estabilidad y heredabilidad de nuestros
tejidos normales, mas bien se considera como resultado de una regula-
ci6n estable de la expresion del DNA que de cambios estructurales del
mismo * Tras todo ésto subyace la creencia de que carcinégenos
quimicos altamente reactivos no darian lugar a mutaciones, sino a cam-
bios en el control del DNA que conducirian a la reexpresion de rasgos
embrionarios que fueron reprimidos durante el desarrollo normal. Por
tanto, en esta concepcién epigenética no existiria cambio aparente en la
estructura del DNA, sino meramente un cambio en su regulacién. Asi,
Armin C. Braun ha demostrado que esta es la causa de la formacion de
algunos tumores vegetales, por ejemplo las agallas °.

Con independencia del mecanismo en cuestion, ya sea genético o
epigenético, los biblogos moleculares confian esperanzados en que del
estudio del DNA y de su regulacién de expresion se llegard a tal grado de
comprensién de la enfermedad neoplasica, que se traducird en formas
especificas de terapia. Este punto de vista nos lleva a la formulacion de
algunas cuestiones: jdeberian dirigirse todos los esfuerzos de la invest-
gacion cancerologica al DNA?. Mi respuesta es negativa, ;deberia la
sociedad esperar a poseer un conocimiento completo de los controles
celulares como requisito previo para nuevos métodos en la cura del
cancer?. De manera enféatica debo responder que no. A pesar de que ain
no conocemos la naturaleza de la diabetes a nivel molecular, sin embargo
el descubrimiento de la insulina ha permitido a millones de diabéticos
lleva una vida normal.

En la actualidad, el tratamiento quimico del cdncer con metastasis se
basa en el supuesto de que las células cancerosas se transforman siempre
en células cancerosas; o dicho con otras palabras, si una célula es cance-
rosa, siempre lo ser4. Siello fuera cierto, la terapéutica del cincer deberia
encaminarse a destruir en el cuerpo toda célula cancerosa. El método mas
ampliamente utilizado para lograr este fin consiste en la administracién
de drogas que interfieran con la sintesis del DNA. Dado que normal-
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essential normal cells such as those of the bone marrow or those lining the
gastrointestinal tract, and the anticancer drugs lack specificity, many
normal cells are killed during attempts to kill the malignant ones. In spite
of this lack of specificity, clinical oncologists by judicious use of
combinations of drugs and meticulous care of their patients, are often
able to effect palliation.

My approach to the cancer problem has been influenced by an
observation that I made while working in Frank J. Dixon’s laboratory at
the University of Pittsburgh. Some of the malignant cells of a testicular
cancer called embryonal carcinoma could mature or differentiate ¢ into
benign if not normal cells ° in a manner similar if not identical to the way
in which embryonic cells mature into adult cells: this process is called
differentiation. The dogma, “once a cancer cell, always a cancer cell”,
was incorrect. The observation came as a shock to many investigators.
For example, I received a telephone call from an associate editor of the
well-known journal to which I had submitted the paper in 1959 who said
in effect, “We see nothing wrong with your data, but it is known that
cancer cells cannot differentiate. Accordingly, we will publish your paper
provided you take the word differentiation out of the title”. The title as
submitted was “Teratocarcinogenesis by Differentiation of Multipoten-
tial Cells”. I changed it to “Teratocarcinogenesis by Metamorphosis of
Multipotential Cells”. I suppose people today may wonder whether or
not I knew the difference between differentiation and metamorphosis, but
the paper was published. I had no difficulty in publishing the confirma-
tory paper. The most elegant confirmation for the experiment would be
to take a single embryonal carcinoma cell, transplant it into a susceptible
animal and grow a tumor from it. This was done £. The tumors contained
embryonal carcinoma and the multiplicity of differentiated benign
tissues derived from it. Thus, it was proved that cancer cells could
differentiate.
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mente las células malignas no se reduplican tan rapidamente como las
células normales, como por ejemplo las que encontramos en la médula
6sea o las que tapizan el tracto gastrointestinal, y dado también que las
drogas anticancerosas carecen de especificidad, morirdn muchas células
normales en el intento de destruir a las malignas. A pesar de esta ausencia
de especificidad, los oncélogos clinicos, son a veces capaces de mitigar la
enfermedad mediante un juicioso uso de combinaciones de drogas y un
cuidado meticuloso de sus pacientes.

Mi acercamiento a la problematica del céncer vino mediatizada por
una observaci6én que hice cuando trabajaba en el laboratorio de Frank J.
Dixon en la Universidad de Pittsburgh. Observé alli que algunas células
malignas de un cancer testicular del tipo carcinoma embrionario podian
madurar o diferenciarse ¢ en células benignas o casi normales, ° de igual
modo, si no de idéntica forma, al mecanismo por el que las células
embrionarias maduran y se transforman en células adultas. A este pro-
ceso se le conoce con el nombre de diferenciacion. Por tanto, el dogma,
antes mencionado que reza “célula que es cancerosa siempre loserd”, era
totalmente incorrecto. Mi observacion produjo una fuerte conmocién en
muchos investigadores; por ejemplo, recibi una llamada telefénica del
editor de una prestigiosa revista, al que habia mandado mi trabajo en
1959, el cual me dijo: “estamos seguros de que sus datos son fidedignos,
pero es bien sabido, que las células cancerosas no pueden diferenciarse;
por ello, le publicaremos su articulo si esta usted de acuerdo en quitar la
palabra diferenciacion del titulo™. El titulo con el que habia remitido
originalmente mi articulo era “Teratocarcinogénesis por diferenciacion
de células multipotenciales” y lo tuve que cambiar por el de “Teratocar-
cinogénesis por metamorfosis de células multipotenciales”. Supongo que
hoy en dia muchas personas se preguntaran si por aquel entonces yo
conocia la distincion entre diferenciacién y metamorfosis, aunque se
llegara a publicar el articulo. No tuve dificultad en publicar un segundo
trabajo que tratificaba el primero. Pero la confirmacion definitiva de este
aserto la obtendriamos si fueramos capaces de coger una unica célula de
carcinoma embrionario transplantarla a un animal susceptible, y dejar
que creciese un tumor a partir de aquella. Asi lo hicimos ®: los tumores
contenian carcinoma embrionario y la gran variedad de tejidos benignos
diferenciados derivaban de aquél. Por tanto probamos que las células
cancerosas realmente si podian diferenciarse, siendo el mecanismo de
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The mode of differentiation of the embryonal carcinoma cells
alluded to previously was shown to parallel that in which cells of the
mouse embryo differentiate to form normal cells and tissues. The mole-
cular mechanism of differentiation is unknown, but it is generally
believed to be the result of sequential repression and derepression of the
gengme of cells capable of responding to inductive stimuli *. I therefore
began searching for inductive stimuli in extracts of embryonic and
normal tissues in a effort to reregulate cancer cells and make them behave
as normal embryonic cells °. Concurrent with these studies were ones in
which it was possible to show that our developmental concept was widely
applicable to other forms of carcinoma. Thus, some of the malignant
stem cells of skin cancers !!, breast cancers and colon cancers !! could also
differentiate into their respective normal tissue cells.

From these experiments grew the concept that carcinoma is a
caricature of the normal process of tissue renewal 2, Malignant stem cells
closely resemble their normal counterparts. Although some of the pro-
geny of malignant stem cells are themselves malignant, others achieve the
terminally differentiated benign state characteristic of their counterparts
in normal tissues. This mixture of phenotypes produced the caricature
mentioned above. I became committed to the idea that if the naturally
occurring differentiation of cancer cells could be regulated and
enhanced, a malignant tumor could be convertd to a benign one. It might
be unnecessary to kill cancer cells to achieve a cure °.

In 1974 Ralph L. Brinster performed a remarkable experiment 2
tht was confirmed within the year in two other labotatories * 4, He
1njgcte§1 an embryonal carcinoma cell into the blastocyst of the mouse,
yvhlch is an early stage of embryonic development attained just prior to
implantation of the embryo into the receptive uterine wall. He then
returned the injected blastocyst to the uterus of a mouse made pseudo-
pregnant with hormones. The foster mother gave birth to a baby mouse
tha‘t had the coat colors of the cancer strain and of the embryo strain.
ThlS‘ was proof that the blastocyst had reregulated the embryonal
carcinoma cell to the point that it behaved as a normal embryonic cell,
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este proceso paralelo al que experimentan las células de un embrién de
rat6n cuando se diferencian para engendrar células y tejidos normales.

El mecanismo molecular de diferenciacién es desconocido, pero se
admite de forma generalizada que es consecuencia de la represion
secuencial y de-represién genomatica de células capaces de responder a
estimulos inductivos *. Por ello empecé a buscar estos estimulos en
extractos de tejidos normales y embrionarios con el fin de intentar re-
regular las células cancerosas y hacerlas comportase como células
embrionarias normales °. Junto con estos estudios realizamos otros en
los que fue posible demostrar que nuestras ideas eran ampliamente apli-
cables a otras formas de carcinoma. Asi, en nuestros trabajos sobre
células primitivas malignas de cdnceres de piel, mamay colon !, verifica-
mos que también se diferenciaban en células normales de sus respectivos
tejidos.

A partir de estos experimentos se fue afianzando la idea de que el
carcinoma es una caricatura del proceso normal de renovacién tisular %,
Las células primitivas malignas se parecen extraordinariamente a su
contrapartida normal, es decir a las no neoplésicas. Aunque algunas de
las hijas de las células malignas primitivas son en si malignas, otras son
capaces de alcanzar un estado diferenciado benigno y terminal, carac-
teristico de su contrapartida en los tejidos normales. Esta mezcla de
fenotipos produce la caricatura que arriba hemos mencionado. Me aferré
a la idea de que si la diferenciaciéon que ocurre de modo natural en las
células cancerosas pudiera regularse y mejorarse, un tumor maligno
podria convertirse en uno benigno. Por tanto seria innecesario destruir
las células neoplasicas para lograr una cura del cancer °.

En 1974 Ralph L. Brinster, realizé un notable experimento '? que fue
confirmado ese mismo afio en dos laboratorios diferentes '* 4, Brinster
inyecté una célula de carcinoma embrionario en el blastocito de un ratén;
una estructura muy primitiva del desarrollo embrionario previa al anida-
miento del embrién en la pared uterina. Una vez implantada la célula
cancerosa devolvio el blastocito al titero de un ratén en estadio de pseu-
dopreifiez conseguida mediante hormonas. La madre adoptiva engendrd
un ratoncito que tenia la piel con ambos colores; el de la raza de ratén en
el que se habia desarrollado el cancer y el del propio embrién. Esto era
prueba concluyente de que el blastocisto habia sido capaz de regular el
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and it and its progeny took part in the development of an apparently
norrpal mouse. That mouse was a chimera because of normal and
carcinoma parentage. Iasked the questions, Could an assay be developed
to determine how the normal blastocyst regulates the embryonal carci-
noma cell? Did the blastocyst contain an inductor molecule that could
direct the differentiation of embryonal carcinoma cells to normal cells? If
so, c_ould this molecule serve as an alternative to cytotoxic therapy %or
carcinoma with metastasis?

An assay was developed '. It was based on the observation that
when cancer cells differentiate they lose the ability to form tumors. Single
embryonal carcinoma cells were injected into the abdominal cavities of
mice and the incidence of tumors obtained was compared to the inci-
denc‘e thained when the cancer cell was first placed in a blastocyst which
was injected into the abdominal cavity. Two of three embryonal carcino-
mas tested by this procedure were regulated by the blastocyst as eviden-
ced by their failure to produce cancer in the host '6.

Although the mechanism of differentiation is not known, itis known
tl?at the reactions are highly specific, requiring cells capable of respon-
dmg. and appropriate inductors to stimulate the response '°. Embryonal
carcinoma cells are believed to be the malignant equivalent of inner cell
mass cells of the late blastula and like normal inner cell mass cells they
wou.ld be regulated by the specific stimuli of the blastocyst. Tumor cells
lacking a normal embryologic counterpart in the blastula would not be
expected to be regulated by the stimuli of the blastocyst. Evidence in
support of this idea was obtained when cells from a melanoma, a leuke-
ﬁna a.nd a sarcoma were injected into blastocysts but were not regulated

. This suggested that if we could identify the stimulus that regulates the
embryonal carcinoma cell it would have specificity and would not direct

the differeptiation of other kinds of normal cells. In other words, it would
be nontoxic. :
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carcinoma embrionario hasta el punto de comportarse como una célula
embrionaria normal, y también que su progenie tomaba parte en el desa-
rrollo de un ratén aparentemente normal. El ratén era una quimera,
porque tenia unos progenitores que eran uno normal y el otro un carci-
noma. Entonces me pregunté lo siguiente: jse podia desarrollar un expe-
rimento para determinar como el blastocisto normal regulaba a la célula
del carcinoma embrionario?; ;contenia el blastocisto una molécula
inductora que pudiera dirigir la diferenciacién del carcinoma embrio-
nario hacia células normales?; si eso fuese asi, jpodria esta molécula
servir como un tratamiento alternativo a la terapia citotoxica en aquellos
carcinomas con metastasis?.

Disefiamos un experimento '* basado en la observacién de que
cuando las células cancerosas se diferencian pierden su capacidad de
formar tumores. Inyectamos, pues, células aisladas de carcinoma em-
brionario en cavidades abdominales de ratones y comparamos la inci-
dencia tumoral obtenida con la que se lograba tras la implantacién de la
célula tumoral en un blastocisto que habia sido inyectado en la cavidad
abdominal.

Dos de los tres carcinomas embrionarios estudiados por este proce-
dimiento habian sido regulados por el blastocisto, como lo probaba el
hecho de su incapacidad para producir un céncer en el huésped *°.

Aunque se desconoce el mecanismo de diferenciacién, se sabe que
las reacciones son altamente especificas, requeriéndose células capaces
de responder e inductores apropiados para estimular dicha respuesta 10
Las células de un carcinoma embrionario parecen ser el equivalente
maligno de la masa de células que compone el macizo celular interno de
la blastula tardia, y al igual que ocurre en las células normales de dicho
macizo serian susceptibles de ser reguladas por los estimulos especificos
del blastocisto. Las células tumorales que carecen de una contrapartida
embriolégica normal en la bléstula no estarian reguladas por los
estimulos del blastocisto. Obtuvimos confirmacién de esta hipétesis
cuando se inyectaron en blastocistos células de un melanoma, una
leucemia y un sarcoma y sin embargo aquellas no fueron reguladas de
modo apropiado 6. Estos hechos sugerian la idea de que si pudiesemos
identificar el estimulo capaz de regular la célula del carcinoma embrio-
nario, poseeria también especificidad, y por tanto, no dirigiria la dife-
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The next step was to test the components of the blastocyst to gain
insight into the mechanisms of the regulation. The blastocyst, visible
only under the microscope, is a cellular sphere whose cavity is filled with
fluid. It contains 1/10.000 th of a millionth of a liter of fluid, which is
enclosed by a single layer of cells named trophectoderm. Trophectoderm
differentiates into the placenta, the organ through which the embryo
receives nourishment from the mother. No trophectodermal cells are
incorporated into the embryo proper. Attached at one point to the inner
surface of the trophectoderm and bathed by the fluid is a clump of 10 or
12 cells named inner cell mass that will form the embryo proper. As
mentioned previously, embryonal carcinoma cells are believed to be the
equivalent of malignant inner cell mass cells.

Trophectoderm

E Ca

Zona Pellucida

Figure one: The blastocyst is attached to a holding pipette (right)
by gentle suction. The blastocyst is envelope by a thick basement
membrane named the Zona Pellucida. Within is a layer of trophec-
toderm that encloses the blastocoele and the inner cell mass
(LC.M.). A layer of endoderm (E) separates the inner cell mass
from the blastocoele. On the left is an injecting pipette with an
embryonal carcinoma cell (E. Ca.) which is to be injected into the
blastocoele.
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renciacién de otras células normales; es decir, que serfa un estimulo no
téxico.

El proximo paso consistié en estudiar los componentes del blasto-
cisto, al objeto de conocer mejor los mecanismo de la regulacién. El
blastocisto, visible solamente al microscopio, es una esfera celular cuya
cavidad est4 rellena de liquido en cantidad préxima a una diezmilésima
de millonésima de litro rodeada por una sola capa de células que se
conoce con el nombre de trofoectodermo. El trofoectodermo se diferen-
ciaré en la placenta, que es el 6rgano a través del cual el embri6n recibe el
pébulo nutritivo de la madre. En el embri6n a término no existen células
trofoectodérmicas, ya que estas no se incorporan a los tejidos somaticos.
Adherido a un punto de la superficie interna del trofoectodermo y bafia-
do por el liquido existe un grupo de 10 6 12 células llamado el macizo
celular interno que formar4 al embrién en si. Como ya hemos dicho,
estimamos a las células del carcinoma embrionario como el equivalente
de las células del macizo celular interno maligno.

Trophectoderm

Zona Pellucida

Fig. 1: El blastocisto se halla adherido a una pipeta de succién
(derecha). Este se halla envuelto por una gruesa membrana basal
denominada zona pelticida. En su interior existe una capa de tro-
foectodermo que rodea al blastocele y al macizo celular interno
(I.C.M.). Una capa de endodermo (E) separa el macizo celular
interno del blastocele. A la izquierda, observamos una pipeta de
inyecci6n con una célula de carcinoma embrionario (E. Ca.) que va
a ser inyectada al blastocele.
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By existing methods the inner cell mass was isolated as a small clump
of cells and found unable to regulate embryonal carcinoma cells in tissue
culture (unpublished). However, when a means of isolating trophec-
toderm free of the inner cells mass was developed, it was found to
regulate the cancer cells.

There are two ways in which the cancer cell could be regulated by
trophectoderm--by direct contact of the cancer cell to the tropectoderm
or by trophectoderm secreting a molecule that in turn would react with
the cancer cell. We decided to test each possibility simultaneously. In one
series of experiments high resolution electron microscopic examinations
are being done to see if the cancer cells form the intimate membrane
communications essential for control by direct cell-cell contact. In the
second, we are developing new techniques of tissue culture by which to
grow single embryonal carcinoma cells in the small amounts of fluid
contained in the blastocoele cavity. We have now learned to grow them in
1/100th of a millionth of a liter. We hope shortly with further refinements
to be able to analyze the blastocyst fluid directly.

Will the hypothetical regulatory factor be there? We don’t knows as
yet, but more research will eventually answer the questions.

To quote John Masefield: “Wherever a University stands, it stands
and shines; wherever it exists, the free minds of men, urged on to full and
fair enquiry, may still bring wisdom into human affairs”.

Again, let me thank you for the great honor that I have received
today. I will always treasure my memoership in your society of scholars.
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Por métodos previamente descritos se aisl6 el macizo celular interno
del blastocisto, obteniéndose una pequefia masa de células incapaces de
regular las células del carcinoma embrionario en cultivo de tejidos (estos
hallazgos atin no han sido publicados). Sin embargo, cuando desarro-
llamos un método para aislar el trofoectodermo del macizo celular
interno, observamos que el primero era capaz de regular a las células
cancerosas.

Existen dos formas mediante las cuales la célula cancerosa podria
regularse por el trofoectodermo: por contacto directo de dicha célula con
el trofoectodermo, o bien mediante una molécula segregada por el tro-
foectodermo que fuera capaz a su vez de reaccionar con la célula cance-
rosa. Decidimos probar cada posibilidad de modo simultdneo. Para el
primer supuesto hemos utilizado una serie de experimentos con micros-
copia electrénica de alta resolucion, con el fin de ver si las células cance-
rosas forman comunicaciones intimas, membrana a membrana, que son
esenciales para el control mediante contacto directo intercelular. Para
verificar la segunda hipétesis estamos desarrollando nuevas técnicas de
cultivo tisular que nos permitan hacer crecer células aisladas de
carcinoma embrionario provenientes de esa pequefiisima cantidad de
liquido contenida en la cavidad del blastocele. Hemos podido conseguir
que estas crezcan en una centésima de millénesima de litro. Asimismo
esperamos en breve, con mayores refinamientos técnicos, ser capaces de
analizar el liquido del blastocisto de un modo directo.

(Se encontraré alli ese factor hipotético regulador?. Todavia no lo
sabemos, aunque posiblemente la respuesta a esta pregunta la ofreceran
otras investigaciones en esta misma linea.

Citemos una vez mas a John Masefield: “Donde quiera que se halle
una Universidad, alli se incardina y resplandece; donde quiera que exista,
las mentes libres de los hombres, incitadas a una pletérica y justa blisque-
da, pueden aportar todavia sabiduria a los asuntos humanos”.

Otra vez permitanme que les de las gracias por el gran honor que hoy
me han conferido. Siempre apreciaré de modo extraordinario el ser
miembro de esta docta comunidad cientifica.
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