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PONENCIA

Alteraciones frecuentes

en la expresion del oncogeén
PCPH en sistemas
experimentales de cancer
de mama

Frequent alterations in the expression
of the PCPH oncogene in experimental
models of breast cancer

SUMMARY

The PCPH oncogene was originally isolated from Syrian hamster embryo
fibroblasts initiated with 3-methylcholanthrene. PCPH acts synergistically with
the human H-ras oncogene in the malignant transformation of murine

NIH3T3 cells. The PCPH proto-oncogene is highly conserved in eukaryotic
evolution, from yeasts to humans. PCPH is expressed in most embryo
developmental stages and adult tissues, suggesting that it plays a central role
in cell physiology. The PCPH proto-oncogene was activated by the deletion of a
single base-pair within its coding region, which resulted in the generation of a
truncated oncoprotein containing 246 amino acids while the normal PCPH
protein contains 469 residues. Recent results have shown that PCPH
expression is frequently altered in human tumors and tumor cell lines.
Analyses of mammary tumor cell lines with an anti-PCPH polyclonal antibody
confirmed the frequent lack of PCPH expression in malignant cells and
identified several immunoreactive forms of PCPH being differentially
expressed in tumor cells relative to normal mammary epithelial cells.
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Los ultimos afos han representado un avance extra-
ordinario en el conocimiento de los mecanismos mo-
leculares implicados en el origen y desarrollo de tumo-
res humanos', aunque su etiologia siga sin conocerse
en la mayoria de los casos?. El estudio detallado de al-
gunos tipos de tumores —como, por ejemplo, el de can-
cer de colon®*- ha establecido claramente que la acumu-
lacién progresiva de alteraciones genéticas que afectan
fundamentalmente a oncogenes y a genes supresores
de tumores constituyen la base molecular del desarrollo
neoplasico. La mayoria de los casos diagnosticados
como carcinoma de mama (por encima del 90 %) perte-
necen a la categoria de tumores esporadicos*. A pesar

de la abundante informacién proporcionada por estudios
epidemiolégicos sobre modelos de incidencia y de la
evaluacion de factores de riesgo, la etiologia del carci-
noma esporadico de mama sigue sin conocerse. Por el
contrario, estudios citogenéticos y moleculares de célu-
las derivadas de tumores humanos y el analisis de mo-
delos animales de carcinogénesis experimental han su-
puesto un avance significativo en el conocimiento actual
de las alteraciones genéticas que tienen lugar durante la
iniciacion y progresion del carcinoma de mama. Estos
estudios han demostrado que el carcinoma de mama es
un tipo de tumor muy heterogéneo, cuyo desarrollo im-
plica la acumulacion de diversas alteraciones del geno-
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ma en células somaticas incluyendo procesos de ampli-
ficacion, delecion y mutaciones puntuales®®. La identifi-
cacién de algunos de los genes afectados por estas al-
teraciones (HER-2/erbB-2/neu, p53, CCDNT) ha
proporcionado marcadores de utilidad para el diagnos-
tico, clasificacién y prondéstico de los tumores. Sin em-
bargo, todavia se desconoce la secuencia temporal
exacta en que dichas alteraciones van teniendo lugar en
el curso de la progresion maligna de los carcinomas de
mama, y los genes implicados en la mayoria de las al-
teraciones cromosomicas detectadas en los mismos
aun no han sido identificados.

En nuestro laboratorio hemos utilizado un sistema
modelo de carcinogénesis experimental para la detec-
cion de genes implicados en los estadios iniciales del
desarrollo tumoral. El sistema utiliza cultivos primarios
de células —mayoritariamente fibroblastos— aisladas de
embriones de hamster “sirio” o0 “dorado”en el dia 13 del
desarrollo’. Las células se siembran en cultivos diluidos
de tal forma que, cuando proliferan, dan lugar a colonias
separadas unas de otras. Los cultivos se tratan una sola
vez con una dosis Unica del carcinégeno(s) elegido(s)
y, al cabo de 7 a 10 dias, es posible observar en el mi-
croscopio la aparicién de colonias que han sufrido alte-
raciones morfolégicas como consecuencia de la accion
del carcindgeno al que fueron expuestas. Estas colonias
se pueden aislar facilmente como clones individuales y
estudiar en ellas las alteraciones genéticas subyacen-
tes. Utilizando este procedimiento, clonamos un onco-
gén nuevo®, que denominamos PCPH, activado por la
accion del carcinégeno ambiental 3-metilcolantreno. La
demostraciéon de que PCPH era un oncogén se baso
en la habilidad de la molécula recombinante de inducir
la formacion de focos de células transformadas en en-
sayos de transfeccion en fibroblastos de ratén NIH3T3°.
Ademas, utilizando este mismo ensayo, pusimos de ma-
nifiesto que PCPH actla de forma sinérgica con el on-
cogén H-ras en el proceso de transformacién celular®.

Andlisis de las secuencias de nucleétidos de los
cDNAs de PCPH aislados de células de hamster norma-
les y tumorales permitieron establecer el mecanismo
molecular de su activacién oncogénica: una delecion
puntual localizada aproximadamente en la mitad del
marco de lectura abierto del gen normal. Como conse-
cuencia de dicha delecion se producia un cambio de
marco de lectura, ocasionando una truncacion del mar-
co normal y la inclusiéon de 33 codones adicionales an-
tes de la introduccién del primer codén de terminacion
presente en el nuevo marco de lectura. Cuando se com-
para con la proteina normal, el producto del oncogén
PCPH es una proteina truncada que contiene los mis-
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mos primeros 213 aminoacidos presentes en la proteina
normal seguidos de un extremo carboxilo formado por
33 aminoacidos esencialmente hidrofdbicos, ausentes
en la proteina normal™. Mientras que la proteina nor-
mal tiene, de acuerdo con la secuencia de nucleétidos
del cDNA, una masa molecular de 47 kDa, la masa mo-
lecular de la oncoproteina es de ~30 kDa. Estudios mas
recientes, aun no publicados, sugieren que la adicién
del péptido hidrofébico en el extremo carboxilo hace que
la oncoproteina PCPH se localice en el reticulo endo-
plasmico en células transformadas, mientras que la pro-
teina PCPH normal es una proteina soluble, de localiza-
cion citopldsmica. Estos datos estan basados en la
deteccién en el microscopio de la fluorescencia emitida
en diferentes compartimientos celulares por proteinas
recombinantes disefiadas como fusiones entre las pro-
teinas PCPH normal u oncogénica en el extremo ami-
no-terminal de la fusion y la denominada “proteina fluo-
rescente verde” (green fluorescent protein, GFP) en el
extremo carboxilo de la molécula hibrida.

Anélisis de hibridacién de DNAy RNA extraidos de di-
versas especies, de varios tipos de tejidos y de embrio-
nes de raton en diversos estadios de desarrollo con son-
das especificas de PCPH demostraron que PCPH es un
gen con alto grado de conservacién evolutiva en orga-
nismos eucarioticos, ya que se encuentra representado
desde organismos unicelulares como las levaduras has-
ta en las células humanas'. Recientemente hemos ais-
lado los homologos de ratén'? y humano'®. El alto nivel
de conservacion evolutiva de PCPH sugirié que su fun-
cién normal podria estar relacionada con algun proceso
central en el metabolismo celular que, al ser alterado,
causaria la conversion neoplésica. Con objeto de enten-
der esa posible funcion se construyeron vectores para la
expresion del PCPH normal y oncogénico en diversos ti-
pos celulares (fibroblastos primarios de hamster y rata,
fibroblastos inmortales de raton NIH3T3, fibroblastos
COS-7 de mono transformados por el virus SV40, y cé-
lulas epiteliales 293 derivadas de rindbn embrionario hu-
mano transformadas por adenovirus). Una de las ca-
racteristicas observadas consistentemente en células
transfectadas con la version oncogénica de PCPH fue la
induccion en las mismas de un “loop” autocrino'™ provo-
cado por la co-expresion incrementada tanto del recep-
tor erbB-2 (HER2/neu) como de heregulina (neureguli-
na, NDF) «2b'®, conocido ligando de varios receptores
de la familia erbB, cuyo prototipo es el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR, erbB-1). Teniendo en
consideracién que a erbB-2 se le ha atribuido un papel
importante en el desarrollo de los tumores esporadicos
de mama'®, estos resultados proporcionaron la base para
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sugerir la posibilidad de que PCPH estuviera implicado
de alguna manera en el desarrollo del cancer de mama.

Como primera aproximacién experimental para estu-
diar la posible participacion de PCPH en el desarrollo de
carcinomas de mama, llevamos a cabo un andlisis de la
expresion de la proteina producto del mismo en dos sis-
temas: a) lineas celulares tumorales y tumores sélidos
humanos, mediante técnicas de inmunocitoquimica y
western andlisis utilizando un anticuerpo policlonal
anti-PCPH (367-10W) obtenido de conejos inmunizados
con la proteina PCPH normal expresada en Escherichia
coli, y b) tumores de mama inducidos experimentalmen-
te en ratas por tratamiento con dimetilbenz(a)antraceno
(DMBA)'"'8, En cuanto a los estudios con lineas celulares
derivadas de tumores de mama humanos, conviene ha-
cer referencia a la especificidad del antisuero anti-PCPH
para entender el posible significado de los resultados
obtenidos. Aunque —como se indic6 anteriormente— el
anticuerpo 367-10W se obtuvo frente a la proteina nor-
mal PCPH completa, analisis de células transfectadas
con el oncogén PCPH demostraron que el anticuerpo
también reconocia la oncoproteina truncada, por lo que
se convirtié en un instrumento de gran utilidad diagnos-
tica que teéricamente nos permitiria detectar ambas
proteinas, normal y oncogénica, en andlisis por técnicas
de western o inmunoprecipitacion en cada muestra, in-
cluso simultaneamente siempre que las lineas celula-
res o tumores sélidos en estudio tuvieran mutado al me-
nos uno de los dos alelos del oncogén PCPH.

El estudio inicial incluy6 un total de 50 lineas celulares
tumorales, de las cuales 20 derivaban de carcinomas
esporadicos de mama'®. Los resultados de este analisis
indicaron que, ademas de los polipéptidos esperados
(47 kDa para la proteina normal y ~30 kDa para la onco-
proteina) se detectaban en un buen numero de lineas
celulares otros polipéptidos de alto peso molecular (70,
80y 90 kDa). La frecuencia con que la variedad de for-
mas de PCPH fue detectada en lineas tumorales de
mama fue mayor que las observadas en lineas celulares
derivadas de otros tipos de tumores humanos entre los
que se incluian lineas representativas del sistema ner-
vioso, colon, pulmén y pancreas (tabla 1). Pero el dato
que resultaba potencialmente mas importante era que,
en el caso de las lineas celulares de cancer de mama,
un numero significativo de las mismas (13 de 20) mos-
traban la presencia de un polipéptido de ~30 kDa, lo que
sugeria inicialmente la existencia de una frecuencia ele-
vada en este tipo de cancer de una mutacién de PCPH
similar a la que se describi6 originalmente en las células
de hamster'. En conjunto, la existencia de formas de
alto peso molecular y de formas posiblemente truncadas

pareceria indicar que la regulacion de la expresion y/o el
procesamiento postraduccional de PCPH podrian estar
alterados en una proporcion elevada de tumores de
mama humanos, y que PCPH jugaria un papel impor-
tante en la progresién maligna de los mismos.

Para comprobar este punto se llevé a cabo un experi-
mento control en que se utilizaron extractos totales de cé-
lulas epiteliales humanas aisladas de diferentes érganos,
incluyendo la gldndula mamaria, con objeto de determinar
cudles de los diversos polipéptidos detectados en lineas
celulares tumorales con el anticuerpo anti-PCPH se expre-
saban también en células normales. Sorprendentemente,
cuando cabia esperar que las células normales sélo ex-
presasen la forma de 47 kDa, los resultados obtenidos de-
mostraron que la Unica forma de PCPH detectable en cé-
lulas epiteliales normales era la de ~30 kDa (fig. 1).

Con pequenas variaciones, que se podrian justificar
como especificas de la especie, la situacion era similar
en el caso de los resultados obtenidos del analisis de tu-

TABLA 1

EXPRESION DE PCPH EN LINEAS CELULARES
DERIVADAS DE TUMORES HUMANOS

Tipo de tumor original

Isoforma de PCPH Mama Otro

90 kDa 4/20 (20%) 2/30 (6,6 %)
80 kDa 9/20 (45 %) 16/30 (52,8 %
70 kDa 11/20 (55 %) 10/30 (33,3%
47 kDa 11/20 (55%) 10/30 (33,3%
30 kDa 13/20 (65%) 19/30 (62,7 %

NN NN

Tumor Normal
kDa

50— -

70—

— -

|
-

A — | —

Fig. 1. Modelo de movilidad electroforética caracteristica de
las isoformas de PCPH detectables en analisis de tipo wes-
tern por el anticuerpo 367-10W en extractos totales de células
derivadas de tumores de mama o del epitelio de mama normal.
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mores experimentales de rata. Aunque éstos seran obje-
to de una publicacion independiente, se puede adelantar
que en la glandula mamaria normal de la rata virgen el
antisuero anti-PCPH detecta un polipéptido principal de
~30 kDa y otro de 47 kDa que es mucho menos abun-
dante. En la gldndula mamaria de la rata lactante se de-
tecta el mismo modelo cualitativo de formas de PCPH,
pero se observa un incremento muy significativo en los
niveles de expresién, llegando a ser de alrededor de
14 veces superiores a los de la rata virgen, lo que suge-
riria la posibilidad de que los niveles de PCPH estén mo-
dulados por el estado de diferenciacién celular de la
glandula mamaria. En tumores, sin embargo, la forma
predominante es la de 47 kDa, aunque en algunos se
detectan también la forma de ~30 kDa y alguna de las
formas de alto peso molecular. Es interesante indicar
que este patrén tipico de formas de PCPH es similar in-
dependientemente de que se trate de tumores benignos
o malignos, y que la abundancia de la forma de 47 kDa
en tumores es siempre inferior a la de la forma de
~30 kDa en la glandula mamaria normal de la rata virgen.

En conjunto, estos resultados son importantes porque
aportan informacién desconocida hasta el momento en
cuanto al aparente procesamiento de la proteina PCPH
en células normales que convierte la forma de 47 kDa
en una forma de menor masa molecular (~30 kDa), y
porque podrian indicar que las alteraciones en el proce-
samiento postraduccional de PCPH, que resultan en la
aparicion de isoformas de mayor y menor masa molecu-
lar, observadas en la mayoria de las lineas celulares es-
tarian relacionadas con el desarrollo del fenotipo neo-
plasico. Los datos citados sobre la deteccién de formas
de PCPH en tumores benignos de rata sugeririan que
la alteracion del procesamiento post-traduccional de
PCPH podria ser un evento que tuviera lugar en las eta-
pas de iniciacion del proceso de conversiéon neoplasica.
En la actualidad estamos en las fases iniciales del estu-
dio de la expresion de PCPH en tumores humanos por
técnicas de inmunohistoquimica con el anticuerpo
367-10W. Analisis de tejidos normales como control han
confirmado, en lineas generales, los datos obtenidos
con anterioridad con técnicas de northern y western
acerca de la expresion del RNAy la proteina PCPH en
extractos totales de tejidos humanos'. En cuanto a los
datos obtenidos con tumores, es preciso dejar claro que
son todavia muy preliminares, ya que el numero de
muestras examinadas hasta ahora es insuficiente para
llegar a ninguna conclusién estadisticamente significati-
va. Sin embargo, parece haber una cierta especificidad
basada en el tipo de tumor en lo referente a la tendencia
a que la expresién de PCPH esté aumentada o dismi-
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nuida respecto a los controles normales. Por ejemplo, la
mayoria de las muestras de tumores de pulmon o de
higado analizadas hasta la actualidad muestran un cla-
ro incremento en la expresion de PCPH. En otros casos,
entre los que se incluirian los tumores de mama, la ten-
dencia no es tan clara y unos tumores muestran niveles
elevados de PCPH mientras que en otros no es ni si-
quiera detectable.

Evidentemente, estos estudios deben continuarse au-
mentando el nUmero de muestras para alcanzar niveles
de significatividad estadisticamente adecuados. Sin em-
bargo, por el momento se observa una tendencia muy
interesante: la localizacién de PCPH es preferentemen-
te intersticial en tumores en los que se detectan niveles
incrementados en su expresion. Considerando que, pri-
mero, este tipo de localizacion no se ha detectado en te-
jidos normales y, segundo, que —como se indicé mas
arriba— en lineas celulares tumorales se detectan lo que
parecen ser formas alteradas del procesamiento postra-
duccional de PCPH, hemos llegado a plantear como hi-
poétesis de trabajo que alguna de las formas de PCPH
procesadas diferencialmente en células tumorales pue-
da ser secretada. Esta(s) forma(s) secretadas se detec-
tarian con una localizacion intersticial por técnicas de in-
munohistoquimica.

La posibilidad de que PCPH se secrete de células tu-
morales provoca la discusion sobre si la acumulacion de
PCPH en el espacio intercelular contribuye a la progre-
sidn neoplasica de las células que lo producen, de las
que las rodean o de ambas. Recientemente hemos des-
crito que PCPH, tanto la proteina normal como la onco-
proteina, tienen actividad ribonucleétido-fosfatasa®. Es
decir, ambas proteinas son capaces de hidrolizar los en-
laces entre los radicales fosfato presentes en ribonucle-
otidos difosfato y trifosfato (GDP, UDP, ATP, etc.). Sin
embargo, no tienen actividad ni frente a ribonucleétidos
monofosfato, ni sobre ninguno de los desoxirribonucled-
tidos. Las diferentes formas de PCPH parecen tener dis-
tintos grados de afinidad por difosfatos como GDP, UDP
o ADP, o por los trifosfatos correspondientes®20. Se
puede especular que la actividad de PCPH, tanto en el
exterior como en el interior celular, podria causar un de-
sequilibrio en la concentracién intracelular total, y en las
proporciones relativas, de nucleétidos tan importantes
para el metabolismo celular como ATP/ADP, GDP/GTP,
etc. Estos desequilibrios tendrian serias repercusiones
en procesos celulares como la transmision de sefales,
la iniciacién de una respuesta apoptética a agentes ge-
notoxicos, los puntos de restriccion del ciclo celular, etc.,
ya que que dichos procesos usan GDP/GTP, ADP/ATP
o la concentracion total de ribonucle6tidos como indica-
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dores y/o mediadores primarios en la regulacién de la
actividad o inactividad de enzimas implicados en sus
diferentes fases. En nuestro laboratorio hemos obtenido
evidencia de que nuestra hip6tesis de trabajo podria ser
correcta: la expresion de PCPH normal o mutante re-
sulta en alteraciones marcadas en los sistemas
de transmision de sefiales a través de la cascada de
Ras/Raf/MAPKs2 y, por otra parte, la expresién del on-
cogén PCPH convierte a las células en resistentes a di-
versas formas de estrés como la ausencia de suero en el
medio, hipertermia, radiaciones ionizantes y agentes qui-
mioterapicos como el cis-platino'™. Resultados ain no
publicados han demostrado que esta resistencia a estrés
inducida por el oncogén PCPH esta directamente rela-
cionada con la inhibicién de la iniciacion del proceso de
apoptosis provocada por la disminucién significativa de
los niveles intracelulares de ATP que resulta como con-
secuencia de la actividad ribonucleétido phosphatasa
de la oncoproteina PCPH. La disminucién en los niveles
de ATP causada por la expresién de la proteina normal
es menos pronunciada, y esto explicaria que células
transfectadas con el proto-oncogén no se hagan tan re-
sistentes a estrés como las que expresan el oncogén'®.

Esta ultima caracteristica de las células que expresan
el oncogén PCPH puede tener repercusiones importan-
tes en el tratamiento de tumores que expresen formas
mutantes de PCPH con protocolos de radioterapia o qui-
mioterapia, incluyendo los tumores de mama. Uno de los
objetivos principales de la investigacion que se lleva a
cabo en la actualidad en nuestro laboratorio es llegar a
entender los mecanismos por lo que el oncogén PCPH
influye en los mecanismos de respuesta al estrés en cé-
lulas normales hasta convertirlas en neoplasicas y resis-
tentes. A mas largo plazo, un objetivo importante es en-
contrar medios aplicables clinicamente para revertir el
proceso inducido por PCPH y sensibilizar las células tu-
morales antes, o durante, el tratamiento de los pacientes
con quimioterapia o radioterapia. Las lineas celulares de-
rivadas de cancer de mamay los tumores esporadicos
de mama —junto a los sistemas animales de carcinogé-
nesis— constituyen nuestros modelos experimentales
principales para alcanzar dichos objetivos.
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