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Abreviaturas

Listado de abreviaturas utilizadas en esta tesis:

APAF-1: Apoptotic protease activating factor-1
APS: Persulfato amonico

ARF: Alternate reading frame

Arg: Arginina

ATM: Ataxia telangiectasia mutated

ATP: Adenosin trifosfato

BAI1: Brain-specific angiogenesis inhibitor 1
Bak: Bcl-2 antagonist/killer

Bax: Bcl-2-associated X protein

Bcl-xL: B-cell lymphoma extra large

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

Bim: Bcl-2-like protein 11

BSA: Albumina de suero bovino

CDKs: Cyclin-dependent kinases

cDNA: DNA complementario

CIA: Cloroformo con isoamiloalcohol (24:1)
DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

DEPC: Dietilpirocarbonato

dH;0: Agua destilada

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMF: Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

DNA: Acido desoxirribonucleico

DOC: Acido deoxicélico

DTT: Ditiotreitol
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4 Abreviaturas

ECT: Extracto celular total

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EMT: Extracto mitocondrial total

ER = ER™M: Receptor de estrégenos modificado que sélo se une a 4-OHT
ES: Embryonic stem

FADD: Fas-Associated protein with Death Domain

FAS: First apoptosis signal

FasR: First apoptosis signal receptor

FBS: Suero bovino fetal

FBS-HI: Suero bovino fetal inactivado por calor

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

FITC: Fluoresceina de isotiocianato

FOXO03a: Forkhead box O3

FRT: Flipase recombinase target

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

GLUT: Glucose transporter

Gy: Gray

HAUSP: Herpes virus-associated ubiquitin-specific protease
HEK: Human Embryonic Kidney

HEPES: N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic acid)
HIPK2: Homeodomain-interacting protein kinase 2
HMGB1: High Mobility Group B1

HRP: Horseradish peroxidase

Hsp90: Heat Shock Protein 90

IAPs: Inhibitor of apoptosis proteins

IM: (Mitochondrial) Inner membrane

IMS: (Mitochondrial) Intermembrane space


https://en.wikipedia.org/wiki/Inhibitor_of_apoptosis

IP: Inmunoprecipitacién

KDa: Kilodaltons

KlI: knock-in

KO: knock-out

kb: Kilobases

LIF: Leukemia inhibitory factor

IncRNA: Long non-coding RNA

Lys: Lisina

Mcl-1: Myeloid cell leukemia 1

MdmX: Murine double minute X

Mdm2: Murine double minute 2

MEFs: Mouse embryonic fibroblasts

MA: (Mitochondrial) Matrix

MOMP: Mitochondrial outer membrane permeabilization
MOMPP: Mitochondrial outer membrane permeabilization pore
MOPS: 3-Morpholinopropanesulfonic acid

mPTP: Poro de Transicidn de la Permeabilidad mitocondrial
mRNA: RNA mensajero

mtHsp70: Mitochondrial-type Heat shock protein 70
NEA-A: Aminoacidos no esenciales

NLS: Nuclear localization signal

NOXA: Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
NP40: Nonidet P40

OIL: Aceite de cacahuete

OM: (Mitochondrial) Outer membrane

OMG: Organismo modificado genéticamente

O/N: Overnight

Abreviaturas
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6 | Abreviaturas

pb: Pares de bases

PBS: Phosphate buffered saline

PCR: Polimerase chain reaction

PIDD: p53-induced death domain protein

PIN1: Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1

Polybrene: 1,5-dimethyl-1,5-diazaundecamethylene polymethobromide, hexadimethrine
bromide

Pro: Prolina

Puma: p53 upregulated modulator of apoptosis

PVDF: Polifluoruro de vinilideno

p21WAFY/CPL, CDK interacting protein 1 (también: ciclin-dependent kinase inhibitor 1)
qPCR: PCR cuantitativa

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay

RNA: Acido ribonucleico

RT: Room temperature

SA-B-gal: B-galactosidasa asociada a senescencia

Scal: Stem cell antigen 1

SCO2: Synthesis of cytochrome c oxidase 2 gene

SDS: Sodium Dodecyl! Sulfate

Ser: Serina

shRNA: Short hairpin RNA

SMACs: Second mitochondria-derived activator of caspases
SSC: Saline Sodium Citrate

S$V40: Simian virus 40

TAE: Tris-Acetato EDTA

tBid: BH3 interacting-domain death agonist

TBS: Tris buffered saline

TBST: TBS con Tween20



Abreviaturas [ 7

TE: Tris-EDTA

TEMED: Tetramethylethylenediamine

TIGAR: TP53-inducible glycolysis and apoptosis reqgulator
TIM: Transporter inner membrane

TNFa: Tumor necrosis factor-a

TNFR: Tumor necrosis factor receptor

TOM: Transporter outer membrane

TRADD: Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein
TRAP1: TNF Receptor-Associated Protein 1

TUNEL: Terminal dUTP Nick End Labeling

TX: Tamoxifén

VDAC: Canal de aniones dependiente de voltaje

wt: Wild-type

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido
4-OHT: 4-Hidroxitamoxifén

7AAD: 7-Aminoactinomicina D
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Introduccion

La proteina p53 fue descubierta hace mds de treinta afos y aun hoy continda siendo
intensamente estudiada en la investigacion biomédica. p53 es un factor de transcripcién (TF)
que regula la expresion de sus genes diana mediante union al DNA y a otras proteinas. Los
genes diana de p53 estan implicados en multiples procesos celulares: regulacion del ciclo
celular, senescencia, reparacion del DNA, muerte celular y metabolismo, entre muchos otros.
La proteina p53 también puede actuar fuera del nucleo, en el citoplasma y en las mitocondrias,
donde ejerce un papel muy importante en la regulacién de la muerte celular. De todas las
funciones de p53, la mas conocida y estudiada es la de supresién tumoral. En respuesta a
diversos tipos de estrés, p53 se activa y desencadena una respuesta celular que conduce a la
reparacion de las células poco dafiadas o a la eliminacién de las células gravemente dafadas.
Estas funciones se pueden perder si el gen que la codifica, TP53 (Trp53 en ratones), sufre
mutaciones, favoreciendo asi el desarrollo de diversas clases de tumores y otras
enfermedades.

1. DESCUBRIMIENTO DE p53

La proteina p53 fue detectada por primera vez en 1979 porque, al formar un complejo
con el antigeno T grande del virus SV40, coinmunoprecipitaba con esta proteina en extractos
de células infectadas por dicho virus (Lane and Crawford 1979). Se vio también que p53 era de
origen celular y no virico, y que estaba presente a bajos niveles en células normales, pero a
niveles muy altos en células tumorales (Lane and Benchimol 1990). En 1984 se observd que la
proteina p53 coopera con el oncogén H-RAS para inducir la transformacidn celular. Todas estas
observaciones llevaron a considerar a TP53 un oncogén (Eliyahu, Goldfinger et al. 1988),
(Parada, Land et al. 1984), (Jenkins, Rudge et al. 1984).

Durante los afios siguientes comenzaron a verse indicios de que p53 podia no ser un
oncogén, sino tener la funcién opuesta. Varios grupos observaron que las lineas celulares con
las que trabajaban tenian el gen Trp53 inactivado o mutado, y que los trabajos previos con los
gue se habia demostrado su funcién transformante se habian realizado con formas mutantes
del gen TP53 y no con la forma wild-type (wt). Poco tiempo después empezd a observarse que
las células tumorales no conservaban la funcién normal de p53, sino que TP53 se encontraba
frecuentemente mutado o delecionado en estas células. La clonacion del gen Trp53 wt a partir
de tejido normal de ratdn (Eliyahu, Goldfinger et al. 1988) permitié a la comunidad cientifica
confirmar que TP53 es un gen supresor tumoral. Esta nueva nocion se corrobord poco después
gracias a otros descubrimientos, como, por ejemplo, que la herencia de un alelo de TP53
mutado origina el sindrome de Li-Fraumeni (una enfermedad caracterizada por una alta
predisposicidn a tumores de diversos tipos) (Malkin, Li et al. 1990).

Aunque la investigacion sobre p53 siempre ha estado centrada en su funcién como
supresor tumoral, hoy se sabe que p53 participa en muchos otros procesos celulares. Ademas
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de regular el ciclo celular, la apoptosis y la reparacidon del DNA, juega un papel en la fertilidad,
la diferenciacidn, la pigmentacion de la piel, la respuesta inmune innata, el envejecimiento y el
metabolismo celular, etc (ver mds adelante) (Meek 2015). Fue de especial interés el
descubrimiento de que, en determinadas circunstancias, p53 puede translocarse a la
mitocondria, donde interacciona directamente con otras proteinas e induce apoptosis en
células sometidas a diferentes tipos de estrés (Marchenko, Zaika et al. 2000). Mds
recientemente, se ha demostrado que p53 actuando desde este organulo también es capaz de
regular la muerte celular por necrosis mediante asociacion directa con proteinas residentes en
la matriz mitocondrial (Vaseva, Marchenko et al. 2012), (Guo, Sesaki et al. 2014), (Elkholi and
Chipuk 2014).

Hoy en dia el gen TP53 es considerado el principal gen supresor tumoral, ya que su via de
sefalizacion se encuentra inactivada en mas del 50% de los tumores humanos. Por ello, tanto
el gen como su proteina siguen teniendo un papel protagonista en la investigacion biomédica

(figura 1).
p53 es capaz de inducir Una fraccion de
Trp53 es un gen apoptosis independiente la p53 total se
supresor tumoral de transcripcion dirige ala
mitocondria en
Descubrimiento p53 induce células El Nutlin-3a
de p53 apoptosis estresadas activa a p53

Se describe - p53esun factor de p53 implicado en p53 tiene funcién

actividad transcripcion senescencia celular antioxidante

oncogénica - p53induce parada del

de p53 ciclo celular p53 induce apoptosis p53 induce necrosis
actuando directamente en la actuando directamente en la

Determinacidn de la secuencia de p53 wt en ratén | mitocondria mitocondria

Figura 1. Cronologia de los descubrimientos en torno a p53. (Adaptado de Levine & Oren,
2009).

2. ESTRUCTURA DE p53

Se cree que el gen codificante de p53 surgid a partir de un gen predecesor comun de p53,
p63 y p73. Este gen primitivo se encuentra hoy en dia en animales simples como las anémonas
y también en casi todos los invertebrados, organismos en los que tiene la funcion de proteger
a la linea germinal de la inestabilidad gendmica. En peces condrictios se habria duplicado,
dando lugar al gen codificante de p53 y a un predecesor comun de p63 y p73. Los peces
osteictios ya poseen los tres genes codificantes de p53, p63 y p73, todos ellos TFs cuyas
funciones se han diversificado en los vertebrados superiores. Esta familia de genes ha
conservado sus caracteristicas estructurales y sus funciones durante millones de afios y por
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ello, tanto los genes como las proteinas correspondientes estdn muy conservados y son
similares entre especies (Belyi, Ak et al. 2010).

El gen TP53 consta de 11 exones que codifican una proteina con 5 regiones altamente
conservadas y varios dominios funcionales, entre los cuales cabe destacar:

e Dos dominios contiguos de transactivacién, situados en el extremo amino.

e Un dominio rico en prolinas.

e Un dominio de unién al DNA, muy importante en la funcidn transactivadora. Es en este
dominio donde se localizan casi todas las mutaciones asociadas al cdncer, por lo que
cabria suponer que la funcién supresora de tumores de p53 depende de su capacidad de
regular la transcripcion. No obstante, se ha descrito que la interaccién entre p53 vy
determinadas proteinas mitocondriales ocurre a través de este dominio de unién al DNA'y
estas mutaciones también suprimen la capacidad de p53 de inducir la muerte celular
actuando directamente en la mitocondria (Mihara, Erster et al. 2003).

e Un dominio de oligomerizacion. p53 forma tetrdmeros cuando actia como factor de
transcripcidn. Debido a esto, cuando en una célula coexisten mondémeros p53 wt y p53
mutantes se forman heterotetrdmeros con ambos tipos de p53 que no son funcionales.
Esta capacidad de las proteinas mutantes de anular la actividad de las proteinas wt se
conoce como dominancia negativa.

e Un dominio basico de regulacién, en el extremo carboxilo, que incluye una sefial de
exportacion nuclear (Bienz, Zakut-Houri et al. 1984), (Meek 2015).

NESE
Boxd? BoxdlZ  BoxlIE BoxAVEZ  Box@/@ —

PRDE NLSE
Ntg] REGE CtR

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de la proteina p53. La proteina p53
contiene 5 regiones altamente conservadas (Box I a V) y 5 dominios con funciones diferentes.
TAD 1 y 2: Dominios de transactivacién. PRD: Dominio rico en prolinas. NLS: Sefal de
localizacién nuclear. TET: Dominio de oligomerizacion. REG: Dominio de regulacién. NES: Senal
de exportacion nuclear. (Adaptado de Meek, 2015).

Para llevar a cabo sus funciones, p53 debe interaccionar con cientos de proteinas y con el
DNA, y todas estas interacciones estdn altamente reguladas mediante modificaciones post-
traduccionales. p53 puede sufrir diversos tipos de modificaciones (fosforilacién, acetilacién y
sumoilacidn, entre otras) que afectaran a la estabilidad de la unién con otras proteinas y con el
DNA, ademas de afectar a la estabilidad de la propia p53.

3. ACTIVACION Y REGULACION DE p53

Para que p53 lleve a cabo su funcidn de supresion de tumores se requiere la activacion de
dicha proteina. Dada la capacidad de p53 de determinar la supervivencia o muerte de las
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células, un exceso de activacidén de esta proteina seria deletéreo para el organismo, por lo que
su actividad debe estar sujeta a una regulacidn estricta (Montes de Oca Luna, Wagner et al.
1995). La ruta de seializacion de p53 se activa cuando la célula recibe un dafio y, como
resultado, se inhibe la progresién del ciclo celular, se promueve la reparacion del DNA o se
inicia la muerte celular. p53 estd en el centro de una encrucijada entre varias vias de
sefializacion y desde alli integra parametros como el tipo y la intensidad del dafio recibido y el
entorno celular, que determinan el tipo de respuesta que tendra lugar. Asi, se reparardn o se
eliminaran las células dafiadas y mds susceptibles de transformarse en células tumorales
(Brady and Attardi 2010).

En las células sanas y en aquéllas en las que la situacién de estrés se ha resuelto, la
actividad de p53 debe volver a los niveles basales, lo cual se consigue mediante la modulacidn
de la transcripcidon y la traducciéon de p53 y mediante la regulacién de la estabilidad y
localizacién de la proteina.

La forma principal de regulacion de la actividad de p53, independientemente de cudl haya
sido el estrés que ha inducido la respuesta, consiste en modular la interaccion con su regulador
negativo, Mdm2. La proteina Mdm2 ubiquitina a p53 de forma especifica, marcandola para su
degradacién en el proteasoma. Aunque existen otras E3 ubiquitin ligasas capaces de realizar
esta accion, Mdm2 es la principal reguladora de la estabilidad de p53. Pero Mdm2 no sélo es
un regulador negativo de p53, sino que también es una de sus dianas transcripcionales. Asi,
cuando los niveles de p53 aumentan se activa la expresion de Mdm2 haciendo que también
aumenten los niveles de esta ubiquitin ligasa. Los niveles altos de Mdm?2 implican una mayor
degradacién de p53, por lo que los niveles de p53 descenderan y por tanto, también los niveles
de Mdm2. Los niveles bajos de Mdm2 permitirdn de nuevo la acumulacién de p53, cerrandose
un ciclo de retroalimentacién negativa que mantiene a ambas proteinas a niveles bajos en
condiciones basales de ausencia de estrés (Kubbutat, Jones et al. 1997). Los distintos tipos de
dano celular logran la completa activacion de p53 de diversas formas, pero siempre mediante
la ruptura del complejo p53-Mdm2. En respuesta a dafio genotdxico, por ejemplo, la quinasa
ATM fosforila a p53 en el residuo Serl5, reduciendo su afinidad por Mdm2. Por su parte, el
estrés oncogénico da lugar a la acumulacion de ARF, que se une a Mdm?2 y la secuestra en el
nucleolo impidiendo la degradacion de p53 (Hu, Feng et al. 2012).

/N
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Figura 3. Ciclo de retroalimentacién negativa entre p53 y Mdm2.

La regulacion negativa de p53 ejercida por Mdm?2 estd, a su vez, regulada por Mdm4
(también llamada MdmX), que pertenece a la misma familia que Mdm2. Aunque carece de
actividad E3 ubiquitin ligasa, la formacidon de heterodimeros Mdm2-Mdm4 es esencial para
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dotar de actividad E3 ubiquitin ligasa a Mdm2 (Wang 2011). Tanto Mdm2 como Mdm4 estan
regulados a nivel transcripcional y mediante modificaciones post-traduccionales, como la
ubiquitinacién o la fosforilacidn, que afectan a su vida media y a su actividad, permitiendo una
regulacién mas fina de la respuesta ejecutada por p53 (Wade, Li et al. 2013).

4. p53 EN EL NUCLEO

La actividad bioquimica mas estudiada de p53 es su actividad como factor de transcripcion.
Los tetrameros de p53 se unen a elementos reguladores en el DNA, desde donde promueven
la transcripcién de algunos de sus genes diana. p53 también puede reprimir la expresion de
otros genes diana mediante mecanismos indirectos, bloqueando la unién al DNA de otros TFs o
reclutando correpresores y desacetilasas, por ejemplo (Riley, Sontag et al. 2008). También
puede modular la expresidn génica mediante la regulacién de microRNAs o IncRNAs (Jones and
Lal 2012), (Grossi, Sanchez et al. 2015). Existe un gran abanico de dianas de p53, que se sigue
ampliando gracias a la busqueda de nuevos elementos de respuesta a este factor de
transcripcién (Nikulenkov, Spinnler et al. 2012).

Los genes regulados por p53 estdn implicados en numerosos procesos celulares. Entre
todos ellos cabe destacar a los relacionados con la supresién tumoral, por ser las primeras
dianas descritas y por participar en la que tradicionalmente se ha considerado la funcién
principal de p53:

e Cuando la célula recibe dafio en el DNA p53 induce directamente la expresion de
p21WAFY/CPL yn inhibidor de las CDKs. Esto provoca la parada del ciclo celular en los
checkpoints de G1-S y G2-M (el-Deiry, Tokino et al. 1993). Ademas de p21 hay muchas
otras proteinas reguladoras del ciclo inducidas o reprimidas por p53, como GADD45,
14-3-30, CDC2 o ciclina B. Esta parada temporal en el ciclo permite a la célula dafada
reparar su material genético y evita que las células hijas hereden mutaciones.

e En determinados contextos, se ha visto que la senescencia mediada por p53 esta
ligada a la supresién tumoral. Una de las dianas transcripcionales de p53 implicadas de
esta respuesta es p21WAFY/CPL (Ventura, Kirsch et al. 2007).

e En respuesta a dafo en el DNA y a otros tipos de estrés (como sefiales oncogénicas o
hipoxia) p53 puede desencadenar la apoptosis, bien por la via extrinseca, bien por la
via intrinseca. En el primer caso, p53 promueve la expresién de genes que codifican
receptores de factores inductores de muerte o proteinas con dominios de muerte,
como FAS o PIDD. En la apoptosis por la via intrinseca participan proteinas como BAX,
NOXA, PUMA o BCL-2, cuyos genes son dianas transcripcionales de p53, aunque su
actividad también estd regulada por interaccién directa con la proteina p53 en la
mitocondria (ver mas adelante).
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El inicio de la apoptosis por la via extrinseca requiere factores externos a la célula, como el TNFa o el
ligando de Fas, que se unen a sus receptores correspondientes, TNFR y Fas, situados en la membrana
plasmética. Cuando esto sucede, se forma un complejo con las proteinas adaptadoras TRADD o FADD vy la
procaspasa 8. Al entrar en el complejo, la procaspasa 8 se activa e inicia la activacion de las caspasas
efectoras.. En algunos casos, esta cascada de sefializacion provoca la salida de factores proapoptéticos de la
mitocondria para amplificar la accion de la caspasa 8.

Los eventos moleculares que inician la apoptosis por la via intrinseca tienen lugar en la mitocondria.
Cuando la célula recibe el estimulo adecuado (estrés genotdxico, hipoxia o activacion de oncogenes, entre
otros) las proteinas proapoptoticas efectoras de la familia Bcl-2 forman oligémeros que crean un poro en la
membrana mitocondrial externa deonminado MOMPP. El aumento en la permeabilidad de esta membrana
provoca la liberacion al citoplasma de proteinas que inician una cascada de sefializacion que activa a las
caspasas 9, 3y 7.

Las citadas anteriormente son las respuestas clasicas de p53, sin embargo, esta proteina
participa en muchos otros procesos celulares directa o indirectamente relacionados con la
supresion tumoral (Bieging, Mello et al. 2014). Algunos ejemplos de las funciones emergentes
de p53 son:

e Mantenimiento de la integridad gendmica: p53 previene el dafio en el DNA gracias a su
funcién antioxidante y promueve la reparacion del mismo mediante diversos
mecanismos, como la reparacion por escision de base (Tron, Trotter et al. 1998), (Tang,
Willers et al. 1999), (Maillet and Pervaiz 2012).

e Metabolismo celular: p53 inhibe la glicélisis a la vez que promueve la fosforilacidn
oxidativa a través de la induccidn y represién transcripcional de algunos de sus genes
diana, como TIGAR, GLUT o SCO2. Asi, p53 protege a las células de la reprogramacién
metabdlica conocida como efecto Warburg (Soga 2013).

e Autofagia: Aunque la autofagia es un mecanismo de supervivencia cuando la célula
estd sometida a privacion de nutrientes, en determinadas situaciones, puede
contribuir a la supresién tumoral. La actividad transcripcional de p53 es fundamental
para la induccion de la autofagia (Kenzelmann Broz, Spano Mello et al. 2013).

e Diferenciacién: p53 inhibe genes implicados en pluripotencia y limita Ia
autorrenovaciéon de algunos tipos de células stem, como las neurales o las
hematopoyéticas (Cicalese, Bonizzi et al. 2009). La pérdida de p53 permite el
desarrollo de tumores menos diferenciados y mas agresivos.

e Angiogénesis: p53 bloquea la formacion de vasos sanguineos estimulando la expresion
de inhibidores del proceso, como la trombospondina y la proteina BAI1.

e Fertilidad y desarrollo: p53 favorece la implantacion del zigoto en el Gtero (Hu, Feng et
al. 2007) y es la encargada de eliminar los embriones dafiados, asegurando que sélo
los sanos lleguen a término (Armstrong, Kaufman et al. 1995) (Brady and Attardi 2010).

e Envejecimiento: El exceso de activacion de p53 acelera el envejecimiento; sin
embargo, la posesidon de una copia extra del gen Trp53 controlada por su promotor
enddgeno parece tener el efecto contrario (Tyner, Venkatachalam et al. 2002) (Garcia-
Cao, Garcia-Cao et al. 2002).

e Inflamacién: p53 interacciona con diversos elementos de la respuesta inflamatoria,
como citoquinas o especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (Cooks, Harris et al.
2014).
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e Traduccién: p53 regula la traduccion de mRNAs especificos, que codifican proteinas
oncogénicas o supresoras de tumores, a la vez que mantiene baja la tasa global de
sintesis de proteinas (Marcel, Catez et al. 2015).
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Figura 4. Activacion y respuestas de p53. Los diversos tipos de estrés que activan a p53
conducen a diferentes respuestas celulares, dependiendo del tipo celular y del tipo, intensidad y
duracion del estrés. Algunas de las funciones bioldgicas, no obstante, estan mediadas por p53 a
niveles basales. (Adaptado de Meek, 2015).

5. p53 EN LA MITOCONDRIA

Inicialmente se pensd que p53 ejercia su funcidon Unicamente en el nucleo, como factor de
transcripcién. Sin embargo, a mediados de los 90 este concepto empezd a cambiar. Se
descubrié que la apoptosis dependiente de p53, al menos en determinados contextos, no sélo
tenia lugar por una via distinta a la parada del ciclo celular, sino que también era
independiente de la sintesis de RNA y proteinas (Wagner, Kokontis et al. 1994), (Caelles,
Helmberg et al. 1994), (Haupt, Rowan et al. 1995). En ese momento se propuso que p53
formaba parte de la maquinaria enzimatica efectora de la muerte celular, pero varios ainos mas
tarde se observd que una fraccidén de esta proteina se transloca a la mitocondria, un organulo
de gran importancia en la ejecucién de la apoptosis. Mas aun, se pudo comprobar que la
acumulacién de p53 en la mitocondria bastaba para iniciar la activacion de caspasas
(Marchenko, Zaika et al. 2000). A lo largo de los afios siguientes se descubrieron mas funciones
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de p53 independientes de la modulacidn transcripcional y hoy es indiscutible que las acciones
de esta proteina no estan restringidas a un solo compartimento celular.

La primera de las funciones extranucleares de p53 en ser descrita, y la mas estudiada a dia
de hoy, es la induccidn de la apoptosis por la via intrinseca o mitocondrial, en la que el evento
desencadenante es la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa (MOMP). Fuera
de la mitocondria, p53 ejerce otras funciones en el citoplasma y se cree que puede tener un
papel en la regulacién del metabolismo celular, la autofagia, el trafico vesicular y la
organizacion del citoesqueleto (Comel, Sorrentino et al. 2014).

5.1 Translocacion de p53 a la mitocondria

Mientras que los eventos moleculares que conducen a la activacién del programa
transcripcional dependiente de p53 han sido intensamente estudiados, muchos de los
mecanismos que regulan las actividades extranucleares de p53 estan aun por definir. En
primer lugar, se desconoce qué sefial (o sefiales) es la responsable de la translocacién de p53 a
la mitocondria, ya que esta proteina no posee ninguna sefial de localizacién mitocondrial en su
secuencia primaria. En la p53 humana existe un polimorfismo en la posicidn 72 que origina dos
variantes de la proteina: Pro72 y Arg72, siendo la version Arg72 la mas eficiente en la
induccion de apoptosis debido a su mayor tendencia a localizarse en la mitocondria (Dumont,
Leu et al. 2003). La acumulacidon de p53 en el citoplasma y la exposicién de la célula a
estimulos concretos parecen ser los primeros requisitos para su accién en la mitocondria, pero
también son importantes ciertas modificaciones post-traduccionales.

En la actualidad hay un debate abierto acerca del compartimento celular del que procede
la p53 mitocondrial, ya que podria venir del nucleo o del citoplasma. Por una parte, se ha
demostrado que la proteina FOXO3a promueve la exportacion nuclear de p53 y favorece su
accién mitocondrial. Por otra parte, se ha comprobado que la multi-monoubiquitinaciéon de
p53 por parte de Mdm?2 es la sefal principal que dirige a p53 del citoplasma a la mitocondria
(You, Yamamoto et al. 2006), (Marchenko, Wolff et al. 2007).

Recientemente se ha descubierto la importancia de otras modificaciones post-
traduccionales. Asi, la quinasa HIPK2, que es activada por el dafio en el DNA, fosforila a p53 en
el residuo Ser46. Esta es la sefial para reclutar a Pinl, una prolil-isomerasa que cambia la
conformacién de p53 reduciendo su afinidad por Mdm2. Este evento no sélo promueve la
actividad transcripcional de p53, sino que también aumenta el pool citoplasmico de p53
monoubiquitinada que se dirigird a la mitocondria (Sorrentino, Mioni et al. 2013). Esta
fosforilacién se mantiene en la mitocondria y facilita la uniéon de p53 a otras proteinas
residentes en el organulo, como Mdm4 o HAUSP. p53 es desubiquitinada por HAUSP y se une a
Mdm4 que a su vez, facilita la unién entre p53 y Bcl-2. Tras dafio en el DNA la membrana
mitocondrial externa también se enriquece en la forma de p53 acetilada en Lys120. Esta
acetilacion, si bien no se requiere para dirigir a p53 a la mitocondria, si es necesaria para
desplazar a la proteina antiapoptdtica Mcl-1 del efector proapoptético Bak (Sykes, Stanek et al.
2009) (figura 5).
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Figura 5. Translocaciéon de p53 a la mitocondria. La acetilacion, fosforilacion y ubiquitinacién
gobiernan la translocacion de p53 a la mitocondria y sus actividades en este organulo. Ante
determinados tipos de estrés celular (dafio en el DNA, estrés oxidativo y otros) p53 es acetilada
y la p53 con esta modificacion tiene preferencia por localizarse en la mitocondria, donde
desplaza a la proteina antiapoptotica Mcl-1 liberando a Bak y permitiendo la permeabilizacion de
la membrana mitocondrial externa. El dafio en el DNA también induce la activacion de HIPK2
por parte de Pinl. HIPK2 fosforila a p53 en el residuo Ser46 y esta fosforilacion es clave para
promover la monoubiquitinacion de p53 por parte de Mdm2. La p53 monoubiquitinada va a la
mitocondria, donde es desubiquitinada por HAUSP y se une a Mdm4, la cual facilita la unién de
p53 a Bcl-2 y la consiguiente liberacién de citocromo c al citoplasma. Ac: Acetilacion. P:
Fosforilacién. Ub: Ubiquitinacidn. (Adaptado de Comel et a/, 2014).

5.2 Funciones de p53 en la mitocondria

Una de las principales funciones de p53 en la mitocondria es promover la apoptosis
por la via intrinseca, una ruta de sefializacién en la que estd implicada la familia de proteinas
Bcl-2 y que requiere la permeabilizacidon de la membrana mitocondrial externa (MOMP).

Las proteinas de la familia Bcl-2 comparten al menos un dominio de homologia
caracteristico (BH) y se clasifican en tres grupos:

1. Las proteinas antiapoptéticas, como Bcl-2, Bcl-xL o Mcl-1, preservan la integridad de la
MOM y tienen dominios BH1, BH2, BH3 y BH4.

2. Las proteinas proapoptéticas efectoras, como Bax y Bak, poseen dominios BH1, BH2 y
BH3 vy tienen la capacidad de inducir la MOMP mediante la formacion de
homooligdmeros que constituyen poros.

3. Las proteinas activadoras BH3-only, que se subdividen en dos clases:

a. Las activadoras directas activan a las proapoptdticas efectoras mediante
interacciones transitorias. Ejemplos de esta categoria son Bim y tBid.

b. Las sensibilizadoras, como Puma y Bad, hacen que las activadoras directas
estén mas disponibles, ya que impiden el secuestro de Bim y tBid por las
antiapoptoéticas.
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En respuesta a estrés celular (como dafio en el DNA, activacion de oncogenes o
hipoxia) la proteina p53 va al nucleo, donde induce la expresién de genes que codifican
proteinas proapoptadticas e inhibe la expresion de los codificantes de antiapoptdticas. Pero
ademads actua directamente en la mitocondria, separando los complejos formados por tBid
y Bax de su inhibidor Bcl-xL y liberando a Bak de la antiapoptdtica Mcl-1.

Se han propuesto dos modelos para explicar la secuencia de acontecimientos que da
lugar a la apoptosis. Uno de ellos sugiere que p53 se une a Bcl-2 y Bcl-xL en la membrana
mitocondrial externa y los neutraliza, permitiendo la accidon apoptdtica de Bax y Bak
(Mihara, Erster et al. 2003), (Tomita, Marchenko et al. 2006). El segundo modelo tiene en
cuenta también la accidn nuclear de p53. Segun esto, el pool citoplasmico de p53 estaria
inactivo por unién con Bcl-xL en condiciones basales, pero bajo estrés genotdxico p53
induciria la expresion de Puma y ésta liberaria a p53 de este secuestro, permitiendo que
p53 active a Bax (Chipuk, Bouchier-Hayes et al. 2005), (Wolff, Erster et al. 2008). En
cualquier caso, p53 seria equivalente a una “super BH3-only”, capaz de actuar como
activadora directa y como sensibilizadora.

Una vez liberados de sus inhibidores antiapoptéticos, Bax y Bak oligomerizan en la
membrana mitocondrial externa, constituyen poros que aumentan la permeabilidad de
dicha membrana y permiten la salida al citoplasma proteinas como las SMACs y el
citocromo c. En el citoplasma el citocromo c se une a las proteinas APAF-1 y procaspasa 9,
con las que forma un complejo denominado apoptosoma. En el apoptosoma se procesa la
procaspasa 9 a su forma activa que, a su vez, activara a las caspasas efectoras 3y 7. Por su
parte, las SMACs se unen a las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) y las inactivan,
facilitando la activacion de las caspasas.

Las actividades de p53 en la mitocondria no se restringen a la regulacidon de la
apoptosis; recientemente se ha descubierto que, en respuesta a distintos tipos de dafio y
dependiendo de la intensidad del estimulo, p53 puede provocar la muerte de la célula por
necrosis. El estrés oxidativo, por ejemplo, hace que p53 se dirija a la matriz mitocondrial,
donde se une a la Ciclofilina D, el regulador principal del poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial (mPTP). Como consecuencia de esta interaccion el poro se
abre y la membrana mitocondrial interna se vuelve permeable a los iones. El flujo masivo
de iones a la matriz hace que se pierda el potencial de protones de esta membrana,
impidiendo la produccién de ATP y provocando una crisis energética que conduce a la
muerte por necrosis. No obstante, el mecanismo por el que p53 se transloca a la matriz
mitocondrial se desconoce todavia. En una misma célula, por tanto, coexisten el programa
proapoptdtico y el programa pronecrético de p53, y la decisién entre uno y otro parece
depender del tipo y la intensidad del dafio recibido (Vaseva, Marchenko et al. 2012) (figura
6).
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La apoptosis es ejecutada por unas cistein-proteasas llamadas caspasas. Durante este proceso
la célula adquiere unas caracteristicas distintivas: la célula se contrae, se forman protrusiones en
su superficie (blebbing de la membrana plasmatica), el nucleo se fragmenta y la cromatina se
condensa.

La muerte por necrosis estad caracterizada por la pérdida rapida de los potenciales de las
membranas celulares, debido a la falta de energia y al fallo de los canales y bombas de iones.
Normalmente el estrés que conduce a la necrosis es el exceso de Ca2+ citosdlico y el exceso de
ROS. Los rasgos celulares tipicos que acompanan a la necrosis son: la pérdida de la integridad
de la membrana plasmatica, el hinchamiento de los organulos, la presencia de vacuolas grandes
y la ausencia de fragmentacion nuclear.
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Figura 6. Esquema de las diferentes rutas de muerte celular inducidas por p53 de manera no
transcripcional. Derecha, apoptosis citoplasmica: Bajo estrés genotdxico, p53 es activado y
promueve la transcripcion de Puma. En el citoplasma, Puma libera a p53 de su unién con Bcl-xL
permitiendo su accién. La p53 citoplasmica activada se une transitoriamente a Bax y promueve
su oligomerizacion en la membrana mitocondrial externa, induciendo su permeabilizacion y
liberacion del citocromo c. Izquierda, apoptosis mitocondrial: Cuando la célula recibe
estimulos de muerte p53 se transloca a la mitocondria, donde se une a las proteinas
antiapoptdticas Bcl-xL, Bcl-2 y Mcl-1 para liberar a Bak. Esto permite que Bak oligomerice y
forme poros que aumentan la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa. Arriba,
necrosis: El estrés oxidativo induce la translocacién de p53 a la matriz mitocondrial, donde se
une a la Ciclofilina D e induce la formacion del mPTP. La membrana mitocondrial interna pierde
su capacidad de generar ATP y se desencadena la muerte por necrosis. (Adaptado de Comel
et al, 2014).
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6. MODELOS DE ESTUDIO DE p53 IN VIVO

La investigacidn de las funciones de p53 ha avanzado considerablemente en los ultimos 20
afios gracias a estudios que utilizan ratones manipulados genéticamente. Como era de esperar,
los ratones con alelos inactivos de Trp53 desarrollan diversos tipos de cancer mas rapidamente
que sus hermanos con copias wt de este gen (revisado por Donehower and Lozano 2009).

Durante los afios siguientes al descubrimiento del gen Trp53 se pusieron a punto nuevas
tecnologias de manipulaciéon de la linea germinal de ratones, como la transgénesis y la
recombinacion homadloga en células madre embrionarias (células ES). En 1989, Bernstein y
colaboradores describieron el primer ratéon transgénico que expresaba una forma mutante de
Trp53 (Lavigueur, Maltby et al. 1989). La incidencia de tumores en los ratones transgénicos era
significativamente mayor que en los ratones con p53 wt, ademads, el amplio espectro de
tumores observado en este modelo murino proporciond una pista que llevd a la determinacién
de las bases genéticas del sindrome de Li-Fraumeni (Malkin, Li et al. 1990) (Srivastava, Zou et
al. 1990).

Los modelos transgénicos que sobreexpresan alelos mutantes de Trp53 en distintos tejidos
contindan siendo una herramienta muy util para el entendimiento de las funciones de p53.
Han sido de especial utilidad los modelos que utilizan un promotor especifico de tejido para
regular la expresién de dichos alelos. Sin embargo, estos modelos se basan en la integracién al
azar de multiples copias de Trp53 en el genoma de la célula, por lo que los niveles de expresion
y la actividad de la proteina p53 mutante pueden no ser comparables a los de las formas
mutantes enddgenas de los tumores humanos. Para generar modelos que reproduzcan mas
fielmente las alteraciones de TP53 que ocurren de forma natural, desde los aifios 90 se viene
utilizando la tecnologia de la recombinacién homdéloga en células ES.

El primer ratén knock out (KO) de p53 fue descrito por Donehower y colaboradores en 1992
(Donehower, Harvey et al. 1992) y pronto le siguieron otros modelos semejantes desarrollados
en otros laboratorios. Todos estos modelos contenian grandes deleciones del gen Trp53 que
daban lugar, tal y como se esperaba, a alelos nulos y fenotipos de cancer semejantes en todos
ellos. Tras la sorpresa inicial de que los ratones p537 tuvieran un desarrollo prenatal vy
postnatal normal, un examen mas minucioso realizado por Clarke y Jacks en 1995 reveld que
una fraccién de las hembras p537- desarrollaba una exencefalia embrionaria letal (Armstrong,
Kaufman et al. 1995). Al igual que en los ratones transgénicos con Trp53 mutante, el espectro
de tumores que presentaban los ratones Trp53 KO era muy variable, si bien predominaban los
linfomas de células T y los sarcomas de tejidos blandos.

El 80% de las mutaciones de TP53 en los tumores humanos son mutaciones missense y
algunas proteinas p53 mutantes presentan ganancia de funcién, un fenémeno que otorga a las
células una ventaja de crecimiento no comparable a la mera ausencia de p53. Esta observacion
cred la necesidad de generar modelos de p53 knock in (Kl) y estudiar su fenotipo en el
contexto de un organismo entero.
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La mutacién R172H (R175H en humanos) interrumpe el dominio de uniéon a DNA de p53 y es
una de las mutaciones mas agresivas que ha sido estudiada in vitro. El primer modelo K/ de
esta mutacion fue descrito en el afio 2000 por Lozano y colaboradores (Liu, McDonnell et al.
2000). Sorprendentemente, estos ratones presentaban curvas de supervivencia semejantes a
las de los ratones KO, pero con un potencial de metdstasis mucho mayor.

Si bien han sido de gran utilidad, los modelos anteriormente descritos tienen dos
limitaciones importantes. La primera es que portan las mutaciones en todas las células de su
organismo y la segunda es que expresan la p53 mutante desde el momento en que son
concebidos. Los avances técnicos han permitido la generacion de alelos Trp53 condicionales,
en los que el gen puede ser regulado espacial y temporalmente en los tejidos somaticos de los
ratones. Estos modelos ofrecen la posibilidad de elilminar o mutar el gen en tejidos especificos
y en un momento determinado de la vida del animal o durante un periodo concreto. Gracias a
los modelos condicionales se han hecho descubrimientos importantes en las funciones de p53.

En el afio 2000 Bern y colaboradores desarrollaron el primer ratén con un alelo condicional
Trp53, el alelo Trp53"/fx que podia ser eliminado mediante la expresién de la recombinasa
Cre (Marino, Vooijs et al. 2000). Varios afios después Jacks y colaboradores generaron una
variante de este modelo, con un cassette Lox-STOP-Lox (LSL) situado en posicion 5’ de la

3R172H con el que podian expresar la proteina

secuencia codificante del alelo mutante Trp5
p53R72H en tejidos concretos cruzando este modelo con otro que expresara Cre en el tejido

deseado (Olive, Tuveson et al. 2004).

Estos modelos se desarrollaron como estrategias para inactivar la funcion de p53 wt o
activar una funcidon mutante en un tipo celular concreto o en un momento determinado. Por
otra parte, también se realizaron estudios orientados a restaurar la funcion wt de Trp53. Estos
modelos se crearon para comprobar si la restauracién de su funcién en células tumorales
podia retrasar o revertir la tumorigénesis. Uno de estos modelos, p53%f™M, fue creado por
Evan y colaboradores (Christophorou, Martin-Zanca et al. 2005) y permitié demostrar que la
respuesta aguda frente a dafio al DNA tras irradiacion (mediada por p53) era irrelevante para
la supresién tumoral (Christophorou, Ringshausen et al. 2006). Mds aun, estos autores
observaron que la resistencia a la aparicion de linfomas inducidos por radiacién, asociada a
una activacién retardada de p53, era completamente dependiente de ARF (un activador de
p53 que responde a estrés oncogénico). Asi, al menos en este contexto, el modo primario de
supresién tumoral de p53 no es a través de la eliminacién de las células dafiadas, sino de la
eliminaciéon mediada por ARF de clones raros activados oncogénicamente tras la irradiacion.
Estos resultados fueron posteriormente apoyados por un trabajo de Serrano y colaboradores
(Efeyan, Garcia-Cao et al. 2006) en el que concluyeron que la sefializacién oncogénica es el
evento critico del que depende la proteccién mediada por p53 y que la respuesta frente a dafio
en el DNA es menos importante.

Los modelos de p53wt activado condicionalmente sirvieron para demostrar que la
restauracién de la funcién de p53 puede inducir la regresion tumoral. Los laboratorios de Evan,
Jacks y Lowe, por ejemplo, utilizaron distintas estrategias de restablecimiento de p53 y
diferentes modelos tumorales, pero en todos los casos los tumores conservaban la via de
sefalizacion de p53 intacta y ésta era totalmente restaurada cuando se reintroducia la funcién
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de p53. Evan usé el modelo K/ p535™M en un modelo de linfoma (Martins, Brown-Swigart et
al. 2006), Jacks utilizé el sistema LSL junto con una Cre expresada ubicuamente en linfomas y
sarcomas desarrollados de forma natural (Ventura, Kirsch et al. 2007) y Lowe se sirvid de un
shRNA reprimible por doxiciclina para activar p53 en un modelo de carcinoma de higado (Xue,
Zender et al. 2007). Aungue todos los modelos mostraron altos niveles de supresién tumoral
tras la reactivacién de p53, el mecanismo de supresién tumoral dependia del tipo de tumor.
Mientras que los linfomas mostraban muerte celular por apoptosis, en los sarcomas y tumores
hepaticos p53 inducia senescencia. Estos resultados apoyan la posibilidad de que la
restauracion de la funcionalidad de p53 tenga efectos terapéuticos, al menos en aquellos
tumores que conserven alelos wt de TP53. Esto es sélo una posibilidad, ya que el alelo wt de
p53 (o cualquier otro miembro de la cascada de sefializacidn) puede perder su expresion en
estadios mds avanzados de la enfermedad.

La posibilidad de estudiar y manipular el gen Trp53 en el ratén, un mamifero como el ser
humano, ha facilitado en gran medida el descubrimiento de las funciones de p53, asociadas o
no al cancer. Es posible que en un futuro préximo se generen nuevos modelos que permitan
una mayor comprension del funcionamiento de esta proteina y que conduzcan a nuevos
descubrimientos con potencial terapéutico frente al cancer u otras enfermedades.

7. EL MODELO KNOCK-IN p53ERTAM

La proteina p53 participa en diversos procesos celulares, por lo que es dificil precisar los
mecanismos por los que ejerce su funciéon supresora tumoral en cada caso concreto.
Frecuentemente p53 es inactivada durante la progresién tumoral, lo que sugiere que p53
desempefna un papel en fases tardias de la evoluciéon tumoral, como la angiogénesis, la
invasion y la inestabilidad gendmica. Por otra parte, p53 media la induccién de la apoptosis y
la parada del ciclo celular en respuesta a dafo en el DNA y a la activacion oncogénica, eventos
requeridos en las etapas iniciales de la evolucidn tumoral. Actualmente el conocimiento de
como p53 suprime la tumorigénesis in vivo es limitado y estd por determinar en qué momento
del desarrollo del tumor es crucial la pérdida de la funcién de p53. Cabe la posibilidad de que
p53 sea necesaria sélo de forma transitoria, cuando las células presentan un dafio genotdxico
agudo o un evento desestabilizador del genoma. Una hipdtesis alternativa es que las células
tumorales tengan senales permanentes de activacién de p53, por lo que necesitarian la
ausencia continuada de la funcién de p53 a lo largo de la historia natural del tumor. Seria de
gran utilidad terapéutica el establecer cudl de estas dos alternativas es la correcta, ya que la
restauracién de la funcion de p53 tendria efectos supresores tumorales sélo en aquellas
células con sefiales constantes de activacion de p53. Para analizar estas alternativas se generé
el modelo p53%™M (Christophorou, Martin-Zanca et al. 2005), un modelo de ratén knock in en
el que se insertd, por recombinacién homdloga, la secuencia codificante de un dominio de
union a estrogenos en fase con el extremo 3’ de la secuencia codificante de la proteina p53 de
raton. Este dominio de unidn a estrogenos esta modificado de tal forma que sélo se une a
estrogenos artificiales, como el 4-hidroxitamoxifén (4-OHT), pero no a los estrégenos naturales
presentes en el propio organismo (Littlewood, Hancock et al. 1995).
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Figura 7. Esquema del alelo recombinado p53&R™M, E| alelo p53fR™M conserva las secuencias
codificantes y no codificantes del gen enddégeno 7rp53. Naranja oscuro: Exones codificantes.
Naranja claro: Exones no codificantes. Negro: Intrones. Azul: Secuencia codificante del dominio
de unidn a estrogenos (ER™M). Verde: Gen de resistencia a G418 (neoR), flanqueado por sitios
loxP (rojo).

Este gen codifica una proteina de fusidn entre p53 y el dominio de unidén a estrégenos
modificado. Este dominio se une a la proteina Hsp90, lo cual impide la funciéon de p53. La
presencia de 4-OHT desplaza a la proteina Hsp90 volviendo funcional a p53. En este estado,
p53 es competente para ejercer su funcion en caso de recibir los estimulos adecuados. Cuando
el 4-OHT desaparece del sistema, la proteina Hsp90 vuelve a unirse al dominio de unidn a
estrégenos y p53 vuelve a su estado no funcional. Asi se consigue un modelo en el que la
funcién de p53 puede ser controlada de forma reversible entre un estado funcional y otro no

3ERTAM

funcional con la administracion y retirada de 4-OHT. La expresion de p5 en el modelo

esta controlada por las mismas secuencias de regulacién transcripcional que regulan a p53wt

3ERTAM (

en cada tejido in vivo, con la diferencia de que la p5 en adelante p53f) es

funcionalmente competente sélo en la presencia de 4-hidroxitamoxifén (4-OHT).

p53 ER™AM

ﬁ No funcional (“off”)
+40HT @

-40HT

q Funcional (“on”

ESTRES

p53 activa

Figura 8. Esquema de la regulacién de la competencia de la proteina p53ER. La proteina
p53ER se encuentra en condiciones basales en una conformacion no funcional, ya que esta
unida a la proteina Hsp90 mediante su dominio de unién a estrégenos. Cuando se suministra 4-
OHT, éste desplaza a la Hsp90 permitiendo el comportamiento normal de p53. En caso de
existir los estimulos adecuados, p53 se activara y desencadenara la respuesta oportuna, tal y
como lo haria la p53 wt. En caso de no existir estos estimulos, p53 simplemente se
autorregulara a través de Mdm2 para mantener unos niveles basales normales en la célula. Una
de las ventajas de este modelo reside en la reversibilidad de estos cambios: En el momento en
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gue se deje de suministrar 4-OHT a la célula, p53ER volvera a su conformacion no funcional.
Esto permite “encender” y “apagar” la funcién de p53 a voluntad.

En los estudios in vivo, la restauracién de p53 se realiza mediante la inyeccidon intraperitoneal
de tamoxifén. Esta droga es transformada en el higado de los ratones en 4-OHT, que sera
distribuido a cada una de las células del organismo a través de la sangre. En los estudios in
vitro, en cambio, es necesario afnadir 4-OHT directamente, ya que las células cultivadas no
tienen la capacidad de metabolizar el tamoxifén. Asi, este modelo murino proporciona una
herramienta perfecta para el control temporal y altamente especifico de la funciéon de p53
tanto en tejidos de ratén in vivo como en células primarias derivadas de estos tejidos in vitro.

Los ratones p53t¥ER en ausencia de 4-OHT tienen una alta incidencia de linfomas espontaneos,
de forma similar a los ratones p537 isogénicos (C57BL/6 x 129/Svl). Ademas, los tejidos
radiosensibles, timo, bazo y epitelio intestinal, de los ratones p53*/® no expuestos a
tamoxifén son resistentes a la apoptosis inducida por radiacidon. Sin embargo, una
administracién sistémica de tamoxifén a los ratones p53t¥ER rapidamente restaura la funcién
de p53 en estos tejidos, reestableciendo su caracteristica de radiosensibilidad tan pronto como
2 h después de la inyeccion intraperitoneal de tamoxifén. De forma similar, la competencia de
p53 es rapidamente restaurada in vitro en timocitos y MEFs después de la adicidon de 4-OHT al
medio de cultivo. El cese del tratamiento con tamoxifén en los ratones o la retirada del 4-OHT
de los cultivos celulares los revierte a su estadio de deficientes en p53, demostrando asi la
reversibilidad rapida y repetible de la funcién de p53 en el modelo KI p53fR™M, Estos andlisis
muestran también que el 4-OHT por si mismo no activa a p53, sino que vuelve competente a la
proteina para que pueda activarse en respuesta a las sefales apropiadas de dafio o estrés
(Christophorou, Martin-Zanca et al. 2005).

8. ESTRATEGIAS PARA ESTUDIAR LA FUNCION DE p53 EN LA MITOCONDRIA

Desde el momento en que se descubrid que p53 tenia funciones independientes de la
transcripcién se puso de manifiesto la necesidad de utilizar modelos de estudio en los que las
actividades transcripcionales y no transcripcionales de p53 quedaran totalmente separadas, ya
gue sélo de este modo se podria conocer la relevancia de cada una de ellas en la decisién del
destino celular. Durante todos estos afios se han puesto a punto estrategias tanto genéticas
como farmacoldgicas para conseguir bloquear la accién nuclear de p53 y asi poder concluir que
el efecto obtenido al activar p53 se debe exclusivamente a su accidn citoplasmica y
mitocondrial.

La primera de estas estrategias, disefiada por el grupo de Moll, consistié en la introduccion
mediante transfeccién en células p537- de un plasmido de expresién que codifica una proteina
p53 provista del péptido de localizacion mitocondrial de la ornitin transcarbamilasa. Las
proteinas con este péptido sefial se dirigen a la matriz mitocondrial a través de los
transportadores de las membranas externa e interna (TOM y TIM, respectivamente). En la
matriz el péptido sefial es procesado y la proteina es dirigida al compartimento mitocondrial
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definitivo. Si bien este modelo fue util para establecer una relacidon causa-efecto entre la
localizacién mitocondrial de p53 y la apoptosis, presenta el inconveniente de que el gen Trp53
esta bajo el control de un promotor de sobreexpresion y los niveles de p53 que se alcanzan en
la mitocondria son mucho mds elevados que los que se alcanzan fisiolégicamente en situacién
de estrés celular (Marchenko, Zaika et al. 2000). Otros modelos similares, como la expresion
de una p53 con los dominios NLS mutados para impedir su importacién al nucleo, se
construyeron también con promotores de sobreexpresion.

Otros grupos han bloqueado el transporte de proteinas entre el citoplasma y el nicleo, con
proteinas como la aglutinina de germen de trigo, con el objeto de conseguir una p53
exclusivamente extranuclear (Chipuk and Green 2004). Estos modelos ya cuentan con los
niveles endégenos de p53, pero presentan el inconveniente de que el bloqueo de la
importacién y exportacion de proteinas del nucleo interfiere con muchos otros procesos y con
la modulacién de la transcripcion por p53.

Un modo distinto de conseguir que p53 actue solo en el citoplasma y la mitocondriay no en
el nucleo es bloquear la expresidn génica mediante el uso de drogas. Existen dos compuestos,
llamados pifithrin-a y pifithrin-u, que tradicionalmente se han utilizado para bloquear la
translocacion de p53 a la mitocondria y al ndcleo, respectivamente (Strom, Sathe et al. 2006).
A pesar de que el uso de pifithrins es mas aconsejable que el uso de otros farmacos de mas
amplio espectro, estudios recientes indican que estas drogas no son tan especificas del
transporte de p53 como se creia inicialmente, lo que nos lleva de nuevo al problema de los
efectos pleiotrépicos de los farmacos utilizados (Leu, Pimkina et al. 2009). Sin duda, es
necesario un modelo que permita estudiar las actividades mitocondriales de p53 de forma mas
limpia, esto es, desde una expresién de Trp53 a niveles fisioldgicos y eliminando el uso de
farmacos con efectos pleiotrépicos.

27



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Hipotesis y objetivos

En los Ultimos afios se ha demostrado que p53, ademds de ser un factor de transcripcion,
ejerce parte de sus funciones fuera del nucleo y que su accién en el citoplasma y en la
mitocondria es determinante en la supervivencia o muerte de la célula. No obstante, los
estudios que han llevado a esta conclusién se han realizado in vitro utilizando sistemas que
presentan inconvenientes obvios. En algunos casos, se han realizado los experimentos en
células en las que p53 puede actuar tanto a nivel nuclear como mitocondrial, con lo cual
resulta dificil sacar conclusiones sobre la importancia de la funcién mitocondrial de dicha
proteina. Otras estrategias utilizadas consisten en la sobreexpresién, en células p537, de una
proteina p53 fusionada a una sefial de localizacion mitocondrial. Con ello se consigue una
p53 exclusivamente mitocondrial, pero se alcanzan unos niveles de p53 en este organulo muy
superiores a los fisioldgicos. Este mismo inconveniente presentan los experimentos
realizados inyectando p53 directamente en la mitocondria.

Con el objeto de determinar la relevancia de las funciones mitocondriales de p53
consideramos necesario crear un modelo en el que esta proteina esté dirigida a la
mitocondria a la vez que excluida del nucleo. Por ello nos planteamos crear un nuevo modelo
de ratén que portara una p53 con una sefial de localizacion mitocondrial capaz de
sobreponerse a la sefial de localizacidon nuclear presente en el extremo carboxilo de esta
proteina. Ademds, dado que la p53 localizada constitutivamente en la mitocondria podria
tener efectos deletéreos para la célula, utilizamos la versidn de p53 fusionada con el dominio
de unién al ligando del receptor de estrégenos modificado (p53ER™V), para otorgar al
modelo la capacidad de controlar la funcionalidad de la proteina de forma reversible, segun
la disponibilidad de 4-hidroxitamoxifén. Partiendo de estas premisas, nos propusimos los
siguientes objetivos:

1. Generar un modelo de ratdn knock-in con una proteina p53 dirigida a la mitocondria y
regulable de forma reversible por tamoxifén, p53mitoER™M (en adelante, p53mitoER).

2. Comprobar la ausencia de actividad transcripcional y la localizacién subcelular de la
proteina p53mitoER.

3. Comprobar que la proteina p53mitoER no es funcional en ausencia de 4-
hidroxitamoxifén.

4. Determinar la importancia de la accion mitocondrial de p53 en la respuesta a estrés
celular, in vitro e in vivo.

5. Estudiar la capacidad de supresién tumoral de la proteina p53 localizada en la
mitocondria, in vivo.
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RESULTADOQOS

1. GENERACION DE UN MODELO DE RATON KNOCK-IN, p53mitoERTAM", QUE
EXPRESA UNA PROTEINA p53 DIRIGIDA A LA MITOCONDRIA Y REGULABLE POR
TAMOXIFEN.

1a. Obtencion, por recombinacion homologa, de clones de células ES portadoras
mitoER

del alelo p53

El vector de recombinacidon pVH7 se introdujo por electroporacidon en células ES de

ER . . .. .
W/ (figura 9). A continuacion, se seleccionaron los clones

ratdn heterozigdticas p53
recombinantes en medio con G418 y puromicina. Las colonias de células
supervivientes se recolectaron y se determind su genotipo por Southern blot,
utilizando una sonda externa al vector de recombinacién (denominada “Sacl”) que

permite diferenciar los cuatro alelos de p53 posibles (figuras 10y 11).
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Figura 9: Esquema de los alelos de Trp53 de las células ES electroporadas y del vector
de recombinacién. Arriba: Alelo p53". Centro: Alelo p53%. Abajo: Vector de
recombinacién pVH7 linearizado. Rectédngulos: Exones. Lineas gruesas: Intrones. Naranja
claro: Exones no codificantes. Naranja oscuro: Exones codificantes. Azul: Regién
codificante de ER™". Verde claro: Gen de resistencia a geneticina (G418). Morado: Gen
de la cadena A de la toxina diftérica (DTA), para la seleccion negativa. Amarillo: Gen de
resistencia a la puromicina, para la seleccion positiva. Rosa: Secuencias FRT, dianas de la
enzima flipasa. Verde oscuro: Secuencia codificante de la sefial de localizacién
mitocondrial de la enzima ornitin transcarbamilasa. Se representan también los codones
de inicio y fin de la traduccidon (ATG y TGA) y las regiones de homologia del vector con
los alelos de Trp53 (6.1kb y 2.2kb).
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De las 336 colonias recogidas, 6 tenian el vector integrado en el alelo p53ER, dando

como resultado el alelo p53mit°ER; y 17 lo habian integrado en el alelo p53"", originando

el alelo p53™°"! (figuras 10 y 11).
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Figura 10: Esquema de los alelos de Trp53 iniciales de las células ES (p53™ y p53%) y
de los alelos resultantes de la integracion del vector pVH7 (p53™"t y p53MtoER
respectivamente). De arriba a abajo: p53", p53, p53™°" y p53MR  Se muestra el
tamafio de los fragmentos obtenidos mediante digestion con la enzima de restriccion
BglII. También se indica la localizacion de la sonda “Sacl” (linea roja) y la localizacién de
la sonda “puro” (linea amarilla).
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Figura 11: Genotipado por Southern blot de las colonias supervivientes a la seleccién
con puromicina. Los DNAs correspondientes de digirieron con BglII y se hibridaron con la
sonda “Sacl”. Alelo p53"t: 16.7kb. Alelo p53tR: 14.5kb. Alelo p53™©°“: 9.6kb. Alelo
p53™tER: 7 3kb. Flechas negras: clones recombinantes p53“Y™ R Flechas rojas: clones
recombinantes p53M"VER,

wi/mitoER oo analizaron

Para comprobar la calidad de los clones recombinantes p53
tres parametros: la presencia de integraciones heterdlogas del vector, la ploidia de las
células y la integridad de la regién 5 del gen Trp53. En primer lugar se realizd un
nuevo Southern blot, digiriendo el DNA de las colonias con Bglll y utilizando la sonda
denominada “puro”, que corresponde a una region del gen de resistencia a la
puromicina (figura 10). Esta sonda, al ser interna al vector de recombinacién, permite
identificar integraciones del vector en cualquier lugar del genoma de las células ES,
tanto por recombinacion homdloga como heterdloga. Todos los clones p53‘”t/’“it°ER
habian integrado el vector una sola vez por recombinacion homdloga, y no
presentaron recombinacidn heterdloga, ya que la sonda “puro” detecta Unicamente el

mismo fragmento de 7.3kb que se detectaba con la sonda “Sacl” (figura 12).
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Figura 12: Identificacién por Southern blot de las colonias con integracién heterdloga
del vector. En algunos casos se observan multiples bandas, correspondientes a las
diferentes inserciones del vector en el genoma de las células. Los clones recombinantes
homologos identificados con la sonda externa (figura 11) presentaron una unica
integracién del vector de recombinacion (circulo rojo: fragmento de 7.3kb).

wt/mltoER. Dos

En segundo lugar, se hizo un recuento cromosdmico de los 6 clones p53
de los seis clones contenian un porcentaje de células euploides superior al 50%, que
consideramos suficiente para su inyeccion en blastocistos. Los cuatro restantes
presentaron un porcentaje insuficiente de células euploides o un elevado porcentaje
de células con 41 cromosomas, esto es, portadoras de una trisomia que dificultaria la

wt/mitoER

formacidon de gametos y, en definitiva, la transmision del alelo p53 ala

descendencia (figura 13).

N2 clon Células euploides Células trisémicas

#43 26 % 44%
#90 50.4% 15.6%
#218 49% 2.2%
#222 41% 3.6%
#241 34.6% 22.1%
#303 16% 54%

Figura 13: Recuento cromosémico de clones de células ES. Arriba: Microfotografias de
los cromosomas de los clones de células ES (63X). Izquierda: nicleo normal diploide
(40 cromosomas). Derecha: nucleo tetraploide (80 cromosomas). Abajo: Tabla
resumen de los resultados del recuento. En azul los dos clones con porcentajes de células
euploides mas altos.



Resultados | 39

En tercer lugar se comprobd que en los dos clones mayoritariamente euploides la

itoER . . , ,
MtOFR astuviera intacta, ya que con la sonda “Sacl” sélo se habia

region 5’ del alelo p53
analizado la regién 3’ del mismo. Para ello se realizd un nuevo Southern blot,
utilizando la enzima Bglll para digerir el DNA de los clones e hibridando con una sonda
denominada “ p53 5’ ”. El clon #218 presentd las dos bandas esperadas: una de 16.7kb

mitoER

correspondiente al alelo p53™'y otra de 9.5kb correspondiente al alelo p53 . Elclon

#90, por el contrario, carecia de la banda correspondiente al alelo p53™™°= (figura 14).

9.5 kb 7.3 kb

Bglll Bglll Bglll
F F ATG F .
| mito ER™V |

— e ——— . -

E2E3E4 ESE6 E7 E8 E9 E10 El11
——

—— El

Sonda p53 5 Sonda puro Sonda Sacl

Figura 14: Comprobacién de la
' integridad de la regién 5’ del alelo
p53™°ER  Arriba: Esquema del alelo
p53™°ER indicando la localizacién de
la sonda “p53 5 " y el tamafio
. st [— P53%(16.7kb) (9.5kb) del fragmento BglII con el
que debe hibridar. Izquierda:
Andlisis por Southern blot de Ila
region 5 de los dos clones
mayoritariamente euploides.

e — p53mitoER (9.5kb)

1b. Generacidn de ratones quiméricos y eliminacion del marcador de seleccién.

Se inyectaron células ES del clon #218 en la masa celular interna de blastocistos de 3-
4 dias de edad del linaje C57BL/6. Los blastocistos quiméricos se insertaron en el Utero
de hembras pseudoprefiadas y se dejo que la gestacion llegara a término. Se obtuvieron
dos ratones macho quiméricos (figura 15). Cuando las quimeras alcanzaron la madurez

mitoER
c

sexual se cruzaron con hembras CD1. Ambas quimeras transmitian el alelo p53 on

alta eficiencia a la descendencia, siendo el 41% de las crias portadoras del mismo.
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Figura 15: Camada obtenida de los
blastocistos inyectados con células ES tras
su gestacién en hembras pseudoprenadas.
Dos de las crias (flechas azules) son
quiméricas, ya que presentan regiones de
color chinchilla correspondiente a las
células ES electroporadas (de fondo
genético 129/Sv]) y zonas de pelaje negro
correspondiente a los blastocistos
receptores (de fondo genético C57BL/6).

Las quimeras se cruzaron con hembras C57BL/6 pertenecientes a una cepa CAG-
FLPe, que expresa la enzima flipasa en oocitos (Kanki, Suzuki et al. 2006). Algunas de

las crias de este cruce portaban el alelo p53

MR sin el gen de resistencia a la

puromicina debido a la recombinacion entre los sitios FRT mediada por la enzima

flipasa (figura 16).

BFIII
1

El

5.7 kb

{1l
F ATG

| mito

E2E3E4

Bflll

ERTAM TGA

ESE6 E7 E8 E9 E10 E11
——
Sonda Sacl

L p53%t (16.7kb)

— p53mitoER +puroR (73kb)
— p53mitoER -puroR (57kb)

Figura 16: Eliminacion del gen de resistencia a la puromicina. Arriba: Esquema del
alelo p53™°FR después de la recombinacidén entre las secuencias FRT. Se indica la
localizacién de la sonda “SacI" y el tamafio de la banda BgIII esperada. Abajo: Analisis
por Southern blot de los ratones descendientes del cruce Quimera X CAG-FLPe. 1:
Individuo p53"Y". 2: Individuo p53"YMR con el alelo KI procesado. 3: Individuo

p53wt/mit0ER con

alelo

KT

sin

procesar. W:  Pseudogén  Trp53.
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1c. Generacion de una colonia de ratones p53mitoER.

itoER _: i i
WE/mItoER oo | gen de resistencia

wt/wt’ p53wt/mitoER y p53mitoER/mitoER

Se cruzaron entre si los ratones heterozigoticos p53
a puromicina para obtener ratones p53 . A continuacidn
se cruzaron los descendientes entre si para aumentar el nimero de ratones de los tres
genotipos y se retrocruzaron 8 veces con ratones puros C57BL/6, de esta forma se

obtuvieron ratones con un fondo genético 95% C57BL/6.

2. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE
LA PROTEINA p53mitoER.

2a. La proteina p53mitoER no induce la expresidon de los genes diana de p53 en
MEFs sometidos a radiacion gamma.

Al ser nuestro objetivo estudiar las funciones de p53 en la mitocondria
independientemente de las funciones en el nucleo, uno de los requisitos que debia
cumplir la proteina p53mitoER es el de no tener actividad como factor de

itoER/mitoER ,
mitoER/mitoER oo trataron con 4-OHT o vehiculo

transcripcion. Para comprobarlo, MEFs p53
(etanol), se irradiaron con radiacion gamma para inducir dafio en el DNA y se
determind la expresidon de genes diana de p53. Paralelamente, se realizé el mismo
experimento con MEFs p53ER/ER y MEFs p53’/'. El analisis mediante PCR cuantitativa

ER/ER

reveld que, mientras que en los MEFs p53 tratados con 4-OHT e irradiados (esto es,

con una p53 funcional y activada por estrés) aumentan los niveles de mRNA de las

itoER/mitoER .
mitoER/mitoER ¢ - atados de la misma

dianas transcripcionales tipicas de p53; en los MEFs p53
forma no sucede lo mismo. Es mas, los niveles de mRNA de estas dianas
transcripcionales de p53 son semejantes en los MEFs p53™ W /MR \ o 105 MEFs p537°

(figura 17).
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p53 Mdm?2 p21 Puma Bax Fas

Expresion relativa (mMRNA)

Figura 17: Representacion grafica de los niveles relativos de mRNA de p53 y cinco de
sus dianas transcripcionales (Mdm2, p21, Puma, Bax y Fas) en MEFs p53®f (naranja),
p53MICER/MIER (yarde) y p537 (azul) tratados con 4-OHT o vehiculo y sometidos a
radiacion gamma.

2b. La proteina p53mitoER esta localizada en la mitocondria.

Se realiz6 una tincién de inmunofluorescencia en MEFs p53™w©ERV/MIER o MEFs
p53ER/ER, tratados con 4-OHT o con vehiculo para determinar la localizacion subcelular
de p53. Se utilizé la Ciclofilina D como marcador de las mitocondrias. Se observé que la
proteina p53ER esta localizada en el nucleo y en el citoplasma, tanto en las células
tratadas con vehiculo, como en las tratadas con 4-OHT. En cambio, la proteina
p53mitoER estd excluida del nucleo y colocaliza con Ciclofilina D en ausencia y en
presencia de 4-OHT (figura 18).
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p53ER/ER p53mitoER/mitoER

- 4-OHT

+ 4-OHT

Figura 18: Localizacidén de p53 y Ciclofilina D mediante inmunofluorescencia. Verde: p53
(detectada con Alexa488). Rojo: Ciclofilina D (detectada con Alexa568).

Por otra parte, se purificé la fraccion mitocondrial de MEFs p53™WCER/MER ' MEFs

p53ER/ER tratados con 4-OHT o vehiculo y se analizé por Western blot la presencia de
p53 en las mitocondrias. Se comprobd que una fraccion de la proteina p53mitoER, que
no varia con la presencia o ausencia de 4-OHT, estd en las mitocondrias. En
comparacién, la proteina p53ER esta presente en este organulo en menor cantidad,
pese a ser mas abundante en el extracto de célula total (figura 19).

p53ER/ER p53mitoER/mitoER

- + - + 4-OHT

PS3ER —. - - S mme |— pS3mitoER

p53mitoER
(exposicion larga)

- o - o

- B, - - - — — “w [— VDAC

p53ER
(exposicion larga)
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Figura 19: Andlisis por Western blot de la presencia de p53ER y p53mitoER en las
mitocondrias de MEFs p53%/ER y MEFs p53MWER/MIOER ¢ratados con 4-OHT o vehiculo. ECT:
Extracto celular total. EMT: Extracto mitocondrial total. GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, una proteina presente en el citoplasma. VDAC: Canal de aniones
dependiente de voltaje, una proteina mitocondrial.

Finalmente, las mitocondrias purificadas se sometieron a fraccionamiento
submitocondrial y se encontré la proteina p53mitoER tanto en la membrana externa
como en la interna. La proteina p53ER, al ser mucho mas escasa en esta fraccidon
celular, no se detectd en ninguno de los compartimentos mitocondriales (figura 20).

- 4-OHT +4-OHT

ECT  EMT OM IMS IM MA ECT  EMT OM IMS IM MA
g - S S -t Q 2 ; : ! L p53mitoER
g
% - a» - — - - — VDAC

- 4-OHT +4-OHT

ECT _ EMT OM IMS IM_MA ECT EMT OM IMS IM MA
. = . = L pS3ER
o
a e —_— - - - — - - — VDAC

Figura 20: Analisis por Western blot de la localizaciéon de p53ER y p53mitoER dentro de
la mitocondria en MEFs p53MWER/MIOER (3rriba) y p53FR/ER (abajo) tratados con 4-OHT o
vehiculo. ECT: Extracto celular total. EMT: Extracto mitocondrial total. OM: Membrana
externa. IMS: Espacio intermembrana. IM: Membrana interna. MA: Matriz mitocondrial.
VDAC: Canal de aniones dependiente de voltaje, una proteina residente de la membrana
externa.

3. COMPROBACION DE QUE LA PROTEINA p53mitoER NO ES FUNCIONAL EN
AUSENCIA DE 4-HIDROXITAMOXIFEN, IN VIVO.

mitoER/mitoER

3a. Los ratones homozigéticos p53 no tratados tienen una vida media

wt/wt

mas corta que los ratones heterozigéticos y que los p53 no tratados.

Del mismo modo que la proteina p53ER no es funcional en condiciones basales y si
lo es cuando se inyecta tamoxifén a los ratones, se esperaba que la proteina
p53mitoER tampoco fuera funcional en ausencia de este farmaco. Se realizd una curva
de supervivencia de tipo Kaplan-Meier de animales p53"“¥"!, p53"/mitofR , 5 gmitoER/mitoER
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gue habian muerto de forma natural, es decir, que no habian sido sacrificados. Como

itoER/mitoER . . .
mitoER/mitoER +ienen una vida media mucho

wt/mitoER

se esperaba, los ratones homozigdticos p53

mas corta (21.7 semanas) que los ratones heterozigdticos p53 (70 semanas) y

wt/wt

que los ratones p53 (104 semanas) (figura 21).

1001 p53wt/wt

p53wt/mitoER
= p53mitoER/mitoER

%
o

% de individuos vivos
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semanas

Figura 21: Supervivencia de los ratones de la colonia p53mitoER. Representacién grafica
del porcentaje de individuos vivos de cada genotipo a lo largo del tiempo. p53*¥**, n=50.
p53wt/mitoER n=107. p53mitoER/mitoER n=53.

mitoER/mitoER

3b. El andlisis macroscdpico de los 6rganos de los ratones p53 muestra

una tendencia al desarrollo de sarcomas e hiperplasia del timo.

Los animales seleccionados para el analisis histoldgico fueron sacrificados cuando
presentaron signos de enfermedad avanzada o deterioro fisico. El analisis
macroscépico de los tejidos reveld una tendencia de los ratones p53MWER/MIER o
desarrollar sarcomas de tejidos blandos (con un 31% de penetrancia) e hiperplasia del
timo (con un 50% de penetrancia). Este espectro de tumores es similar al de los
ratones p53'/', lo cual es coherente con la ausencia de funcion de p53mitoER en

animales no tratados con tamoxifén (figura 22).
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Ratdn p53wt/wt Ratén p53mitoERmitoER

TIMO
TIMO NORMAL HIPERPLASICO
TIMO
TIMO NORMAL HIPERPLASICO
CAVIDAD CAVIDAD
ABDOMINAL ABDOMINAL CON
NORMAL SARCOMA

Figura 22: Aspecto macroscépico de los drganos de un ratén p53™CERMIER anfarmo
(14.5 semanas) en comparacién con un ratén p53*“Y"* sano (22 semanas). Se aprecia el
aumento del tamano del timo y la aparicion de sarcomas, mayoritariamente en el
abdomen.

3c. El analisis anatomopatolégico de los tejidos de los ratones p53MtoER/mitoER

muestra la presencia de sarcomas pleomoérficos y linfomas de alto grado.

El estudio a nivel microscépico de los tejidos revelé que los ratones p53m oER/mitoER

desarrollan diferentes tipos de neoplasias. El 50% de los ratones homozigdticos
analizados mostré linfoma de alto grado, en la mayoria de los casos originado en el
timo. Casi la totalidad de los linfomas observados habia invadido otros tejidos. Por otra

mitoER/mitoER 1 ostré sarcomas pleomarficos o con

parte, casi un tercio de los ratones p53
alto indice mitdtico, en su mayoria localizados en el abdomen. El 40% de estos

sarcomas habia metastatizado a otros tejidos (figuras 23 y 24).
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Figura 23: Aspecto microscdpico de los tejidos de los ratones enfermos. Se muestran
microfotografias de cortes histoldgicos de timo, bazo y sarcoma tenidos con
hematoxilina y eosina. Izquierda: Tejidos correspondientes a un ratén sano (p53"Y*, 22
semanas). Derecha: Tejidos correspondientes a un ratén enfermo (p53™WER/MIER 26,1
semanas).

I:)53mitoER/mitoER NO TRATADOS

[ Llinfomas
— Sarcomas

= Otros

Figura 24: Frecuencia de aparicién de las distintas neoplasias en ratones p53MwER/MitoER
no tratados, sacrificados cuando presentaban signos visibles de enfermedad o deterioro
(n=16).

4. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE LA PROTEINA p53mitoER IN VITRO.

4a. Los MEFs p53™ER/mitoER oo metidos a pases seriados en cultivo no detienen su
ciclo celular.

Los MEFs tienen la capacidad de dividirse in vitro, pero sélo durante un nimero
limitado de pases, conocido como Limite de Hayflick (Hayflick 1965). Superado este
limite, los MEFs sufren una parada en el ciclo celular dependiente de p53, que es
debida al acortamiento de sus telémeros. Por tanto, los MEFs con al menos una copia
funcional de p53 dejan de dividirse tras pases sucesivos, mientras que los obtenidos de
ratones p53'/’ son capaces de dividirse sin limite; en otras palabras, son células
inmortales.

Para comprobar si la proteina p53mitoER es capaz de provocar esta parada, se
realizé un cultivo prolongado de MEFs, sometiendo a las células a pases sucesivos en
presencia de vehiculo o de 4-OHT. En cada pase se hizo un recuento de las células
recogidas y se resembraron. Finalmente, se analizaron por Western blot los niveles de
p53 y de p21, un inhibidor de CDKs cuya expresion esta inducida por p53, que frena el
wt/wt

ciclo celular ante determinados tipos de estrés. Se observdé que los MEFs p53
pararon su ciclo celular tras varios pases, independientemente del tratamiento con 4-
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OHT o vehiculo. Los MEFs p53ER/ER tratados con 4-OHT también dejaron de dividirse y
su velocidad de expansion se iguald con la de los p53‘”t/‘”t. En cambio, los MEFs p53ER/ER
tratados con vehiculo, al no tener una p53 funcional, fueron capaces de dividirse
ilimitadamente durante todo el tiempo que se mantuvieron en cultivo. Por su parte,
los MEFs p53M©ER/MitotR o ambos tratamientos se comportaron de forma similar a los
MEFs p53ER/ER sin 4-OHT. Ademas, en los MEFs que se dividieron sin limite no se
observd el aumento en los niveles de p21 que si ocurre en los MEFs que pararon el
ciclo (figura 25).

401 —e— p53mitoER/mitoER - 40HT

-©- p53mitoER/mitoER + 40HT
pS3ER/ER - 40HT

pS3ER/ER + 40HT

p53wt/wt - 40HT
p53wt/wt + 40HT

’ 7 6,
Numero de células acumuladas (x10)

Numero de pase

Figura 25: Capacidad de division
p2 p3 p4 p5 de MEFs sometidos a subcultivos

~ + -+ -+ 4+ 4o0HT seriados. Arriba: Representacion

grafica del nimero de MEFs

® - o —p21 ,
> acumulados en cada pase. Lineas

4b. El tratamiento con Nutlin-3a no induce senescencia en MEFs p53

p53wt/wt ) ,
continuas: células tratadas con
"‘ - i s il o D '—p21 v?hiculo. Lineas  quebradas:
p53ER/ER células tratadas con 4-OHT.
» Izquierda: Niveles de p2l1 en
o | p21 MEFs de los distintos genotipos y
p53mitoER/mitoER condiciones en los primeros pases

del experimento.

mitoER/mitoER

La droga Nutlin-3a se une a Mdm2 en su “bolsillo” de unién a p53, impidiendo la
union entre p53 y su inhibidor (Vassilev, Vu et al. 2004). Como consecuencia de la
union entre Mdm2 y Nutlin-3a, desciende la tasa de degradacion de p53 vy la
acumulacion de p53 resultante induce senescencia en las células. Para comprobar la

mitoER/mitoER

capacidad de las células p53 de entrar en senescencia, se trataron MEFs con

4-OHT o con vehiculo y se afiadido Nutlin-3a. Se realizo la tincién de B-galactosidasa

49
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- Nutlin-3a

+ Nutlin-3a

- 4-OHT +4-OHT - 4-OHT

+4-OHT

asociada a senescencia y se analizaron los niveles de p21 y Mdm2 por Western blot. Se

mitoER/mitoER como los p53ER/ER

wt/wt

observd que, en ausencia de Nutlin-3a, tanto los MEFs p53
y los p53""/Wt presentan pocas células senescentes. Los MEFs p53
Nutlin-3a, asi como los MEFs p53ER/ER tratados con 4-OHT y Nutlin-3a, adquieren
morfologia de célula senescente (aplanada) y tienen actividad B-galactosidasa asociada
mitoER/mitoR tratados de la misma forma.

tratados con

a senescencia. Esto no sucede con los MEFs p53
Ademds, en los MEFs p53™W©ER/mitR 15 aumentan los niveles de p21 ni de Mdm2,
mientras que si lo hacen en los MEFs p53ER/ERtratados con 4-OHT (figura 26).
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Figura 26: Senescencia celular inducida por Nutlin-3a. Arriba: Morfologia y tincién SA-
B-gal de MEFs p53"/*t p53ER/ER  p53mitoER/mitoER ' h537/- tratados con Nutlin-3a o vehiculo
(DMSO) en presencia o ausencia de 4-OHT. Se observa que los MEFs p53%/F® tratados
con Nutlin-3a y 4-OHT se tifien de azul y presentan la forma tipica de las células
senescentes, similar a los p53“"", mientras que los MEFs p53™WER/MIER tratados de la
misma forma conservan su forma normal y no tienen actividad SA-B-gal, similar a los
p537. Abajo: Anlisis por Western blot de los niveles de Mdm2 y p21 en MEFs p53/®Ry
p53MICER/MIER tratados con Nutlin-3a o vehiculo y con 4-OHT o vehiculo. Asterisco rojo:
Banda inespecifica.

4c. La sobreexpresion de Ras oncogénico no induce senescencia en MEFs
p53m|toER/m|toER.

Los fibroblastos de ratén que sobreexpresan el oncogén H-Ras'’’, entran en

senescencia debido a la accidn de p53. No obstante, la sobreexpresién de H-Ras"*? en

un contexto celular de p53 inactivado es equivalente a un evento oncogénico
secundario que conduce a la transformacién celular (Serrano, Lin et al. 1997).
Decidimos estudiar la posibilidad de que Ras oncogénico indujera la entrada en

mitoER/mitoER ER/ER

senescencia en MEFs p53 Para ello se infectaron MEFs p53 y

p53MIeER/miteER e previamente habian sido tratados con 4-OHT o vehiculo, con
retrovirus portadores de H-Ras''’. Este oncogén hizo que los MEFs p53ER/ER tratados
mitoER/mitoER

con 4-OHT entraran en senescencia, pero no tuvo ese efecto en MEFs p53
tratados de la misma forma. En ausencia de 4-OHT las células p535%/ER y p53mitcER/mitoER
infectadas adquirieron caracteristicas de células transformadas: perdieron la inhibicion
por contacto y crecieron incluso en suspensién. Mas aun, los MEFs p53M oER/mitoER
infectados y tratados con 4-OHT también adquirieron estas caracteristicas. Mediante
Western blot se pudo comprobar el aumento en los niveles de Ras y ARF que

experimentaron los MEFs infectados con retrovirus portadores del oncogén (figura 27).

p53ER/ER p53mitoER/mitoER

H-RasV12
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Figura 27: Senescencia inducida por Ras oncogénico. Arriba: Morfologia y tincion SA-B-
gal de MEFs p53ER/ER y p53MitoER/MIER jnfactados con H-Ras'*? en presencia o ausencia de
4-OHT. Se observa que, sin Ras oncogénico, todas las células son capaces de crecer y
dividirse normalmente. En ausencia de 4-OHT los MEFs p53fR/ER y  p53mitoER/mitoER
infectados con H-Ras'*? adquieren caracteristicas de células transformadas, proliferando
incluso en suspension. Los MEFs p53%F/ER infectados con Ras oncogénico y tratados con 4-
OHT entran en senescencia gracias a la accién de p53. En cambio, los MEFs
p53MICER/MIER jnfactados y tratados con 4-OHT mantienen las caracteristicas de célula
transformada. Abajo: Andlisis por Western blot de los niveles de Ras y ARF en MEFs
p53ER/ER y p53MIeER/MIER tratados con 4-OHT o vehiculo e infectados con virus portadores
de Ras oncogénico o portadores del vector vacio.

4d. Los timocitos p53MtCER/mitoER

radiacion gamma.

no experimentan apoptosis tras ser sometidos a

Los timocitos primarios sometidos a radiacion gamma son un modelo clasico de
apoptosis dependiente de p53 (Lowe, Schmitt et al. 1993). Se sabe que durante este
proceso de apoptosis una fraccion de p53 se localiza en la mitocondria (Mihara, Erster
et al. 2003). Para estudiar la capacidad de la proteina p53mitoER de inducir apoptosis

. . . . . , . itoER/mitoER
en timocitos irradiados se aislaron estas células a partir de ratones p53™©ER/miER |, 4o

ER/ER , . . .y
/Ry se trataron con 4-OHT o con vehiculo. Se sometieron a radiacién

ratones p53
gamma y se tifleron con Anexina V y 7AAD a distintos tiempos tras el dafio. El andlisis
ER/ER tratados con 4-OHT e

irradiados iniciaron la apoptosis pocas horas después de la irradiacion, mientras que
ER/ER

por citometria de flujo mostré que los timocitos p53

no irradiados o tratados con vehiculo mostraron unos niveles de
mitoER/mitoER
p53 ,

los timocitos p53
apoptosis mucho mas bajos. Por el contrario, los timocitos
independientemente del tratamiento, presentaron porcentajes de células Anexina V +

ER/ER

muy inferiores, similares a los observados en los timocitos p53 sin dafio en el DNA

o tratados con vehiculo, esto es, con una p53 no funcional (figura 28).
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Figura 28: Apoptosis de timocitos primarios sometidos a radiacion gamma.
Representacion grafica del porcentaje de células Anexina V + en los diferentes tiempos
tras la irradiacion. Resultado de un experimento representativo (n=3).

4e. La radiacion gamma no desencadena la muerte por necrosis en timocitos
p53mitoER/mitoER

Durante el proceso de necrosis las células liberan pasivamente la proteina HMGB],
gue es un mediador de la inflamacion. Como esta proteina no es liberada por células
apoptoticas, la deteccion de HMGB1 en el medio extracelular sirve como medida de los
niveles de necrosis en células en cultivo (Klune, Dhupar et al. 2008). Para comprobar si
los timocitos primarios irradiados experimentaban muerte por necrosis ademas de por
apoptosis, se realizé un Western blot de una alicuota del medio en el que habian sido
cultivadas las células. Se observd que los timocitos p53ER/ER liberan HMGB1
progresivamente tras la irradiacion, y que la cantidad de proteina liberada es mayor en
los timocitos tratados con 4-OHT e irradiados. En cambio, en los timocitos

p53mitoER/mitoER

tratamiento con 4-OHT ni del dafio en el DNA recibido (figura 29).

la liberacion de HMGB1 es mas lenta y no parece depender del
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Figura 29: Deteccion por Western blot de la proteina HMGB1 liberada por timocitos
tratados con 4-OHT o vehiculo e irradiados con 3Gy de radiacion gamma o no irradiados.

A la derecha se indica el tiempo transcurrido tras la irradiacion.

4f. La proteina p53mitoER no induce necrosis en MEFs tratados con H,0,.

Para determinar si la proteina p53mitoER puede desencadenar la necrosis en

situacion de estrés oxidativo se trataron MEFs con H,0, y con 4-OHT o vehiculo y se

determind la liberacion al medio extracelular de la proteina HMGB1 mediante Western

blot, a partir del medio en el que estaban cultivados los MEFs. Se observa que los MEFs

p53ER/ERy p53‘”t/WtIiberan HMGB1 en tal cantidad que dejan de apreciarse diferencias al

cabo de pocos minutos de tratamiento con H,0,. En comparacion, los MEFs

53mitoER/mitoER

p

H,0,

I:)53wt/wt p53ER/ER p53mitoER/mitoER
-+ - & -+ 40HT

A S SN s —— —— — HMGB1 60min

secretan HMGB1 de forma mas tardia y en menor cantidad (figura 30).

Figura 30: Deteccidn
por Western blot de la
HMGB1 liberada al
medio por MEFs
tratados con H,0,
(0.5mM) en presencia
de 4-OHT o vehiculo. A
la derecha se indica la
duracion del
tratamiento con H0..
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5. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE LA PROTEINA p53mitoER IN VIVO.

mitoER/mitoER

5a. Los tejidos radiosensibles de los ratones p53 sometidos a radiacién

gamma no experimentan apoptosis.

La proteina p53 es la responsable de inducir apoptosis en los tejidos radiosensibles
del ratdn como respuesta al dafio en el DNA ocasionado por la radiacion ionizante. Asi,
los ratones p53'/' son resistentes a radiacion gamma ya que sus tejidos no sufren

apoptosis. Tal y como se comprobd en el trabajo de caracterizacion del modelo p53ER

ER/ER

(Christophorou, Martin-Zanca et al. 2005), los ratones p53 irradiados sodlo

experimentan apoptosis en sus tejidos radiosensibles si previamente han sido tratados

ER/ER

con tamoxifén, esto es, si tienen una p53 funcional. Los ratones p53 tratados con

vehiculo, por el contrario, se comportan de forma similar a los p53'/'.

Para estudiar la capacidad de la proteina p53mitoER de inducir apoptosis in vivo,

mitoER/mitoER

ratones p53 y p53ER/ER fueron tratados con tamoxifén durante dos dias y

posteriormente se sometieron a radiacion gamma. Al mismo tiempo, se aplicd la

wt/wt

misma dosis de radiacién a ratones p53 . Los tejidos radiosensibles se fijaron y se

realizé la tincion TUNEL. Se vio que los niveles de apoptosis en los drganos

mitoER/mitoER

radiosensibles de los ratones p53 irradiados y tratados con tamoxifén son

. . ER/ER
inferiores a los que presentan los ratones p53 /

ratones p53"“Y"! (figura 31).

tratados de la misma manera y los

p53wt/wt p53ER/ER +TX p53mitoER/mitoER +TX

BAZO

TIMO
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Figura 31: Apoptosis en tejidos radiosensibles de ratones irradiados. Arriba:
Microfotografias representativas del bazo y el timo de un ratén p53""*t, uno p53=/= y
uno p53MWERMIER (63X), A los dos Ultimos se les habia administrado
intraperitonealmente 1mg/dia de tamoxifén durante dos dias. A continuacion, los tres
ratones fueron irradiados con 3Gy de radiacion gamma, Verde: células apoptéticas. Azul:
nucleos celulares. Abajo: Recuento del niumero de células TUNEL+ por cada campo
(n=9 campos).

5b. El tratamiento con tamoxifén no tiene efecto sobre la vida media de los

ratones p53™"*F/ MR i |a de los ratones p53*Y/™ R,

Con el objeto de comprobar el efecto de la restauracion de la funcionalidad de la
proteina p53mitoER en la supervivencia de los ratones, se inyectd tamoxifén o vehiculo
(aceite de cacahuete) por via intraperitoneal a individuos de los tres genotipos y se
realiz6 una curva de tipo Kaplan-Meier. Se comprobd que no hay diferencias
significativas entre la vida media de los ratones p53™"f/M®R tratados con tamoxifén
(23.5 semanas) y los tratados con vehiculo (23 semanas). De forma similar, los

individuos p53"YmitoR
wt/mitoER

tratados con tamoxifén presentan una vida media semejante a

los p53 tratados con vehiculo (48 y 49 semanas, respectivamente). Tal y como

se esperaba, el tamoxifén no afecta a la supervivencia de los ratones p53Wt/Wt

(los
tratados con tamoxifén tienen una vida media de 82 semanas y los tratados con

vehiculo, de 85 semanas) (figura 32).
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Figura 32: Supervivencia de los ratones de la colonia p53mitoER tratados con 1mg de
tamoxifén al dia durante 7 dias seguidos o con 100ul de vehiculo al dia durante 7 dias
seguidos. p53"""* +TX, n=18. p53"Y* +0QIL, n=13. p53"V™R L TX, n= 19, p53"V/mitoER
+OIL, n= 18. p53M /MO +TX, n= 16. p53™ MR +OIL, n= 14,

mitoER/mitoER tratados

5c¢. El analisis macroscépico de los érganos de los ratones p53
con tamoxifén muestra la misma tendencia al desarrollo de sarcomas e

hiperplasia del timo que los ratones p53™ /MR 5 tratados.

Algunos de los animales tratados con tamoxifén o con aceite se seleccionaron para
el estudio histoldgico y se sacrificaron cuando presentaban signos de deterioro o
enfermedad avanzada. El andlisis macroscopico de los tejidos reveld que el fenotipo

mitoER/mitoER

tumoral de los ratones p53 tratados con tamoxifén es similar al de los

ratones del mismo genotipo tratados con vehiculo o no tratados (figura 22).

5d. El analisis anatomopatoldgico de los tejidos de los ratones p53MtoER/mitoER

tratados con tamoxifén muestra la presencia de sarcomas y linfomas similares

a los encontrados en los ratones p53™™ /MR 4 tratados.

mitoER/mitoER

Los ratones p53 tratados con tamoxifén desarrollaron linfomas de alto

grado en el 50% de los casos, la mayoria originados en el timo, el 60% de los cuales

itoER/mitoER
mitoER/mitoER ¢ 2tados con

invadia otros tejidos. Por otra parte, el 44% de los ratones p53
tamoxifén presentd sarcomas pleomérficos, de los cuales el 40% habian metastatizado

en el momento del sacrificio del animal (figura 33).
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Figura 33: Frecuencia de aparicién de las distintas neoplasias en ratones p53MwER/mitoER

tratados con tamoxifén y sacrificados ante signos visibles de enfermedad o deterioro. No
tratados: n=16. Tratados con tamoxifén: n=16.

5e. El tratamiento con tamoxifén no tiene efecto sobre la vida media de los

ratones p53™ R/ MitER 5 tadores del oncogén p210BCR-ABL.

itoER/mitoER .
mitoER/MitofR ¢ una fenocopia de los

Como se ha descrito antes, los ratones p53
ratones p53'/' en condiciones basales, ya que, igual que ellos, desarrollan tumores
espontaneos y de un origen similar a temprana edad. En vista de que la inyeccion de
tamoxifén no parece suprimir la aparicion de tumores espontaneos en los ratones
p
estrés celular por expresidon de un oncogén determinado, en este caso p210BCR-ABL ya

itoER/mitoER TS . . . ,
53mitcER/miteER o decidié estudiar la funcionalidad de esta proteina en un contexto de

gue estd demostrado que la restauracién de la funcionalidad de la proteina p53ER

ER/ER

alarga la supervivencia de los ratones p53 portadores de este oncogén (Velasco-

Hernandez, Vicente-Duenas et al. 2013). Se generd una linea de ratones p53mitoER X
Scal-BCR-ABL-p210 mediante el cruce de un ratén portador del alelo p53™ % con un
ratén Scal-BCR-ABL-p210, un modelo de Leucemia Mieloide Crdnica humana generado
expresando el oncogén p210BCR-ABL en las células Scal+. Como resultado de este
cruce se pretendia obtener un nuevo modelo murino que desarrollara esta
enfermedad hematoldgica y poseyera una proteina p53 localizada en la mitocondria y

regulable de forma reversible por 4-OHT.

Los seis genotipos posibles en este modelo son:
. I:’53wt/wt
*  p53"Y*% BCR-ABL
. p53wt/mitoER

*  p53"YmRR, BCR-ABL

. I:’53mitoER/mitoER

. r:)53mitc>ER/mitoER; BCR-ABL
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Se realizd una curva de tipo Kaplan-Meier con animales de los seis genotipos que
habian muerto de forma natural. Se observa que la ausencia de funcién de p53 y la

presencia del oncogén p210BCR-ABL tienen un efecto sinérgico sobre la mortalidad de

, itoER/mitoER . . .
los ratones. Asi, los ratones p53™"ER/MiER. BCR_ABL tienen una supervivencia menor

(16.9 semanas) que los ratones p53™©EM/MER ¢in o] oncogén (26.5 semanas) y los
ratones p53"Y"; BCR-ABL (51 semanas). Los ratones p53"“/™"fR. BCR-ABL también
tienen una vida media mas corta (39.7 semanas) que los individuos p53‘”t/mit°ER que no

portan el oncogén (68.4 semanas) (figura 34).
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Figura 34: Supervivencia de los ratones de la colonia p53mitoER X Scal-BCR-ABL-p210.
Representacion grafica del porcentaje de individuos vivos de cada genotipo a lo largo del
tiempo. p53""*, n=10. p53"Y"; BCR-ABL, n=21, p53"/M©ER =31, p53"“V/mtoER. BCR-ABL,
n=51 p53mitoER/mitoER, n=19 p53mitoER/mitoER; BCR'ABL, n=16

Para analizar si la restauracidon de la funcién de p53mitoER retrasaba el desarrollo
de esta enfermedad en este modelo, se trataron con tamoxifén 5 ratones de cada uno
de los genotipos que se indican en la figura 35 y se realizé una curva Kaplan-Meier.
Aungue este estudio no ha concluido, los resultados preliminares parecen indicar que
los ratones p53™WCER/MER. R ABL tratados con tamoxifén tienen una vida media

semejante a los ratones del mismo genotipo sin tratar.
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Figura 35: Supervivencia de los ratones de la colonia p53mitoER X Scal-BCR-ABL-p210
tratados con 1mg de tamoxifén al dia durante 7 dias seguidos. Representacion grafica del
porcentaje de individuos vivos a lo largo del tiempo. p53MWCERMIOER 4Ty = n=2,
p53MoER/mitoER. BCR-ABL +TX, n=3.

6. EXPLORACION DE LAS CAUSAS DE LA AUSENCIA DE ACTIVACION DE p53mitoER.

Tal y como se esperaba, la proteina p53mitoER, al igual que la p53ER, no tiene actividad
en ausencia de 4-OHT. No obstante, los resultados mostrados anteriormente parecen
indicar que los tratamientos con 4-OHT in vitro y con tamoxifén in vivo no logran restaurar
la funcionalidad de p53mitoER. Nos propusimos, por tanto, explorar las posibles causas por
las que p53mitoER no es funcional en presencia de este estrégeno.

6a. El alelo p53™'*® no presenta ninguna mutacién en su secuencia codificante.

. . . . . itoER
En primer lugar quisimos descartar la presencia de mutaciones en el alelo p53™®°

gue pudieran cambiar la secuencia de aminodcidos y alterar la funcionalidad de la
proteina. Por tanto, secuenciamos los exones del alelo p53mitoER como se indica en
Materiales y Métodos (tabla 1 y figura 36) y se observé que el alelo p53™°* no

presenta mutaciones que alteren la secuencia primaria de la proteina.
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Figura 36: Amplificacidén de los exones codificantes del alelo p53mitoER. Una alicuota de
cada reaccién de amplificacion se resolvio en gel de agarosa del 1.8%. 1: Marcador de
peso molecular ¢29 Haelll. 2: Fragmento correspondiente al exén 2. 3: Fragmento
correspondiente a los exones 3 y 4. 4: Fragmento correspondiente a los exones 5y 6. 5:
Fragmento correspondiente al exdn 7. 6: Fragmento correspondiente a los exones 8 y 9.
7: Fragmento correspondiente al exén 10. 8: Fragmento correspondiente a la regién
codificante del exdn 11 y la region 5’ de la secuencia codificante del ER. 9: Fragmento
correspondiente a la region 3’ de la secuencia codificante del ER y a la region no
codificante del exén 11.

6b. La proteina p53mitoER se asocia a chaperonas de forma distinta que la
proteina p53ER.

Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas de fusién con el dominio de
union a estrogenos ER estan unidas a la chaperona Hsp90 en condiciones basales, esto
las mantiene en un estado no funcional hasta que se suministra 4-OHT a la célula, o
tamoxifén al animal, y el estrogeno sintético desplaza a la chaperona. Debido a la
localizacién mitocondrial de la p53mitoER consideramos la posibilidad de que esta
proteina no estuviera unida a la Hsp90 en condiciones basales, sino a una chaperona
propia de este organulo.

Para confirmar esta hipotesis decidimos, en primer lugar, comprobar si la proteina
p53mitoER se une a Hsp90 en condiciones basales. Se realizé una inmunoprecipitacion
de p53 a partir de lisados celulares postnucleares, en condiciones de bajo porcentaje
de detergente para conservar las uniones proteina-proteina. Tras separar las proteinas
inmunoprecipitadas en un gel de acrilamida, se observd que la chaperona Hsp90
coinmunoprecipita con p53ER en ausencia de 4-OHT, pero esta asociacion desaparece

mitoER/mitoER

en presencia de 4-OHT. Por el contrario, en los MEFs p53 no se observa

coinmunoprecipitacién de Hsp90 con p53 en ningun caso (figura 37).
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Figura 37: Estudio de la asociacion entre p53ER, p53mitoER y Hsp90. p53ER estd
asociada a Hsp90 en condiciones basales, asociacion que desaparece en presencia de 4-
OHT. No se detecta interaccion entre p53mitoER y Hsp90 en ninguna de las condiciones.
IP: Inmunoprecipitacion.
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La proteina p53 ha sido objeto de estudio intensivo desde su descubrimiento hace mas de
treinta afos. Casi desde el primer momento se observé que p53 modula la expresion génica,
por lo que su actividad como factor de transcripcion esta bien documentada, si bien hoy en dia
nuevas investigaciones siguen contribuyendo a definir ain mas su mecanismo de accién. En
cambio, el descubrimiento de que p53 se transloca a la mitocondria es muy posterior, por lo
gue su acciéon directa en este orgdnulo estd mucho menos explorada. En la actualidad esta
establecido que una fraccion de la p53 celular se dirige a la mitocondria como consecuencia de
determinados tipos de estrés y provoca la muerte de la célula, bien sea por apoptosis o por
necrosis. Tras dafo en el DNA, por ejemplo, p53 inicia la apoptosis por la via intrinseca desde
la membrana mitocondrial externa, donde interacciona con diferentes proteinas de la familia
Bcl-2 y provoca la permeabilizacion de esta membrana y la salida de factores proapoptodticos al
citoplasma (Wolff, Erster et al. 2008). Por otra parte, cuando la célula recibe otros tipos de
dafio, como el estrés oxidativo, p53 se transloca a la matriz mitocondrial y se une a la
Ciclofilina D, lo que desencadena la apertura del Poro de Transicion de la Permeabilidad
mitocondrial, la pérdida del potencial de la membrana interna y la muerte de la célula por
necrosis (Vaseva, Marchenko et al. 2012).

Pese a que en los ultimos afios se ha avanzado mucho en la investigacion de la actividad
mitocondrial de p53, todos los estudios que han posibilitado este avance han sido realizados
en células en cultivo o en mitocondrias aisladas. Muchos de ellos, ademds, presentan
inconvenientes obvios, como son la presencia de p53 en la mitocondria a unos niveles muy
superiores a los fisioldgicos o el uso de farmacos con efectos inespecificos.

En este trabajo de tesis nos propusimos generar un modelo de raton que permitiera
estudiar las funciones mitocondriales de p53 in vitro e in vivo en ausencia de su funcidn
nuclear. Para asegurar unos niveles fisiolégicos de p53 en la célula, la expresién del locus Trp53
en este nuevo modelo debia estar regulada por su promotor natural. Ademas, la proteina p53
resultante debia estar dirigida a la mitocondria a la vez que excluida del nucleo, para que su
accion transcripcional no se sumara a la accion mitocondrial. El nuevo modelo knock-in se
generd reemplazando, mediante recombinacién homoéloga, el gen p53 enddgeno por el alelo
p53™MER Este alelo codifica una proteina, p53mitoER, que posee el péptido sefial de la ornitin
transcarbamilasa en el extremo amino y, en el extremo carboxilo, el dominio de unién al
ligando del receptor de estréogenos modificado. Las proteinas de fusidon con dicho dominio son
regulables por 4-OHT, de forma que su actividad se puede “encender” y “apagar”
reversiblemente en presencia o ausencia de esta hormona.

Hemos generado una colonia de ratones p53mitoER de los tres genotipos posibles: p53“/*t,
p53wt/mitoERy p53mitoER/mitoER.

Para validar el modelo, en primer lugar comprobamos la presencia de p53mitoER en las
mitocondrias utilizando microscopia confocal e inmunofluorescencia, asi como
fraccionamientos celulares. A continuacién, corroboramos que la radiacion gamma activa la
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respuesta transcripcional de p53ER y no la de p53mitoER, este resultado indicé que esta ultima
no es capaz de ejercer como factor de transcripcién.

La proteina de fusidn p53mitoER, ademas de estar localizada en la mitocondria y no tener
funcién transcripcional, debe ser regulable por 4-OHT, lo que significa que en estado basal es
inactiva y se vuelve funcional cuando se suministra tamoxifén a los ratones o 4-OHT a los
cultivos celulares. Estudiamos la supervivencia de los ratones que no habian sido tratados con
tamoxifén y observamos que los homozigdticos p53™MtER/MtoER tienen una vida media similar a
los ratones p537- descritos por Jacks (Jacks, Remington et al. 1994), y mucho més corta que los
p53*Y"t lo cual es coherente con la carencia de una p53 funcional. La vida media de los
heterozigdticos p53“/MttR es mucho mas larga que la de los p53MtER/MitoRR “indicando que la
proteina p53mitoER no actia como dominante negativa sobre la p53wt. A la vez, la vida media
de los heterozigéticos es mas corta que la de los p53*/*, posiblemente porque los primeros
sélo tienen una copia funcional de Trp53. La mortalidad temprana de los ratones p53™mitoER/mitoER
se debe al desarrollo precoz de tumores, cuyo espectro es similar al de los p537, esta
observacién también es acorde con la falta de funcidon de p53mitoER en condiciones basales.

A continuacion, analizamos los efectos de la activacién de la proteina p53mitoER sobre la
supervivencia y el ciclo celular. Tal y como se ha explicado en la introduccién, el 4-OHT provoca
un cambio conformacional en la proteina p53ER que “enciende” su funcionalidad, de modo
que p53ER es competente para actuar, pero para activarse debe ocurrir un dafio o estrés
celular. Se esperaba que la actividad de p53mitoER estuviese regulada del mismo modo, por lo
que se sometieron a distintos tipos de estrés a las células p53™tER/mitoER ¢ratadas con 4-OHT.

En determinadas circunstancias, la activacién de p53 induce parada en el ciclo celular, bien
sea temporal o irreversible. El estrés por pases seriados, el tratamiento con Nutlin-3a y la

sobreexpresién del oncogén H-Ras'?

provocaron parada en el ciclo celular y senescencia en los
MEFs p53F¥ER tratados con 4-OHT, pero no en los MEFs p53MitER/mitofRR Eqtas respuestas en las
células p53F*/ER estuvieron acompafiadas de un aumento en los niveles de p21 y/o Mdm2, algo
que no sucedié en las p53MtER/mitoRR Eqtos resultados sugieren que la falta de respuesta de los
MEFs p53MitoER/mitofR +ratados con 4-OHT se debe a que la proteina p53mitoER carece de

actividad transactivadora.

A la vista de los resultados anteriores nos propusimos estudiar otras actividades de p53,
como la capacidad de inducir muerte celular. Estd establecido que los timocitos primarios en
cultivo sometidos a radiacién ionizante sufren una apoptosis que depende de p53 y es
concomitante con el transporte de ésta a la mitocondria (Lowe, Schmitt et al. 1993), (Mihara,
Erster et al. 2003). Mientras que los timocitos p53t%®R tratados con 4-OHT sufrieron muerte
por apoptosis y necrosis tras la irradiacién, los p53MtER/mitoER conservaron la viabilidad. Por otra
parte, el estrés oxidativo induce la translocacién de p53 a la matriz mitocondrial y
desencadena la necrosis (Vaseva, Marchenko et al. 2012); sin embargo, los MEFs p53™MitotR/mitotR
tratados con H,0; no sufrieron muerte por necrosis en presencia de 4-OHT. Para comprobar la
capacidad de p53mitoER de inducir muerte celular in vivo, irradiamos ratones tratados con
tamoxifén y cuantificamos los niveles de apoptosis en los érganos radiosensibles. Los ratones
p53MitER/MitoER nrasantaron niveles de apoptosis muy inferiores a los ratones p53E~/ER o p53Wt/wt
lo que nos llevd a pensar que el tamoxifén no habia logrado “encender” la funcionalidad de Ia
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proteina p53mitoER. Los resultados obtenidos, tanto in vitro como in vivo, indican que la
proteina p53mitoER no es capaz de inducir la muerte celular en situaciones en las que, por el
tipo celular y el tipo de estrés aplicado, esperabamos activar la accion mitocondrial de p53.

A continuacidn, nos propusimos caracterizar con mayor detalle la funcidon supresora de
tumores de p53mitoER in vivo. Tratamos con tamoxifén a ratones p53™MtER/MitER — que
desarrollan tumores espontaneos a temprana edad. El tamoxifén no alargd la vida de estos
ratones y el tipo y la agresividad de los tumores desarrollados permanecieron inalterados.
También inyectamos tamoxifén a ratones p53™tER/mitotR nortadores del oncogén p210BCR-ABL,
causante de Leucemia Mieloide Crdnica. Trabajos previos en nuestro laboratorio habian
demostrado que el tratamiento con tamoxifén alarga la vida de los ratones p53f*/t®; BCR-ABL y
retrasa el progreso de la enfermedad (Velasco-Hernandez, Vicente-Duenas et al. 2013), por lo
que consideramos que el modelo p53mitoER X Scal-BCR-ABL-p210 seria de utilidad para
despejar dudas acerca de la funcionalidad de p53mitoER. Los ratones p53™toER/mitoER. BCR-ABL
tampoco experimentaron cambios en su vida media tras el tratamiento con tamoxifén. Estos
resultados nos llevan a pensar que la proteina p53mitoER carece de funcién supresora de
tumores, al menos frente a estos dos tipos de tumores.

La respuesta mediada por p53 depende en gran medida del tipo de dafio recibido y del tipo
de célula que lo recibe; en unas situaciones p53 actuara casi exclusivamente como factor de
transcripcidon, mientras que en otras serd de gran importancia su accion en la mitocondria.
Durante el trabajo de caracterizacion del modelo p53mitoER hemos sometido a las células
p53MitER/MItoER 5 yarios tipos de dafio que se sabe que inducen la translocaciéon de p53 a la
mitocondria y todos los resultados han revelado la ausencia de actividad de p53mitoER. Esta
falta de respuesta, incluso con tipos de estrés que parecian los adecuados y en modelos
celulares en los que se habia testado la proteina de fusién p53ER, nos llevd a plantearnos que
la proteina p53mitoER podia tener caracteristicas que imposibilitaran su accién y que no
habian sido previstas en el disefio del modelo.

Una posibilidad es que el alelo p53™™ER haya sufrido mutaciones en la secuencia codificante
gue alteren la proteina. Se determind la secuencia de los exones y del dominio ER y no se
encontré ninguna mutacidn que originara un cambio de aminodcido.

Como se ha explicado en la introduccion, la proteina p53ER esta unida a Hsp90 en
condiciones basales. Cuando se afiade 4-OHT al cultivo celular o tamoxifén al ratén, este
estrogeno desplaza a la chaperona y provoca un cambio conformacional de p53 que
“enciende” su funcionalidad. Asumimos, en el momento de disefiar el modelo, que la proteina
p53mitoER seria regulable del mismo modo que p53ER. No obstante, la reiterada ausencia de
actividad de p53mitoER nos llevé a pensar que, por su localizacidn subcelular, esta proteina
podia no estar disponible para unirse a 4-OHT. Tal vez p53mitoER no esta asociada a Hsp90 en
condiciones basales, sino a alguna chaperona residente en la mitocondria. En experimentos de
inmunoprecipitacién a partir de extractos celulares postnucleares de MEFs p53fv/ER y
p53MitoER/MItoER ghsaryamos que pS3ER se asocia a Hsp90 en condiciones basales, pero no
detectamos esta interaccion con p53mitoER. Si p53mitoER estuviera asociada con una
chaperona mitocondrial de estructura similar a Hsp90, la afinidad entre el dominio ER y la
nueva chaperona podria ser diferente y cambiar la dindmica del desplazamiento mediado por
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el 4-OHT. En el hipotético caso de que la unidn entre p53mitoER y la chaperona mitocondrial
fuera mas estable, el 4-OHT podria no ser capaz de desplazarla y haria que p53mitoER se
mantuviera en un estado no funcional. Otra posibilidad es que p53mitoER no esté accesible al
4-OHT por el hecho de que este estrégeno sintético no sea capaz de atravesar las membranas
mitocondriales, en especial la membrana interna, cuya permeabilidad es mucho menor que la
de la membrana externa. Actualmente, estamos disefiando experimentos que nos permitan
esclarecer a qué chaperona se une la p53mitoER y si el 4-OHT desplaza esta unién.

Entre las diversas chaperonas mitocondriales, TRAP1 y mtHsp70 son candidatas a unirse a
p53mitoER debido a su similitud con Hsp90 y a su abundancia. Si logramos determinar qué
chaperona se une a p53mitoER, tal vez podamos encontrar el modo de romper esta
interaccion para “encender” por fin la funcionalidad de esta proteina y estudiar la importancia
de la actividad mitocondrial de p53 in vivo.



CONCLUSIONES



Conclusiones

Hemos generado un modelo de ratén knock-in, p53mitoER™, que expresa una
proteina p53 dirigida a la mitocondria y potencialmente regulable por 4-
hidroxitamoxifén.

La proteina p53mitoER se localiza en la mitocondria y carece de actividad
transcripcional.

Los ratones homozigéticos p53MtER/MitRR ng tratados son una fenocopia de los ratones
p537, puesto que desarrollan tumores espontdneos a temprana edad, principalmente
linfomas y sarcomas.

Las células p53MER/MitER tratadas con 4-OHT no experimentan parada en el ciclo
celular, no entran en senescencia, y no mueren por apoptosis 0 necrosis, en respuesta
a estimulos inductores de estas respuestas celulares.

La irradiacidn de ratones p53MitER/mitofR ¢ratados previamente con tamoxifén no induce
apoptosis en tejidos radiosensibles.

El tratamiento con tamoxifén de los ratones p53MwER/MitER v de |os ratones
p53MitoER/mitofR.  BCR_ABL no retrasa la aparicién de tumores espontaneos, ni de
leucemia mieloide crénica, respectivamente.
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Conclusions

We have generated a knock-in mouse model, p53mitoER™M, expressing a p53 protein
which is directed to the mitochondria and potentially regulatable by 4-
hydroxytamoxifen.

The p53mitoER protein is located in the mitochondria and lacks transcriptional activity.

Untreated p53MtoER/mitotR mice are a phenocopy of p537 mice, since they develop
spontaneous tumors at early age, mainly lymphomas and sarcomas.

p53MitER/MitoER calls when treated with 4-hydroxytamoxifen, do not undergo cell cycle
arrest, senescence, apoptosis or necrosis, when exposed to the relevant stimuli.

Tamoxifen-treated p53™tER/mioER mice do not undergo apoptosis in their radiosensitive
tissues upon exposure to gamma irradiation.

Tamoxifen treatment does not delay spontaneous tumor development in p53™toER/mitoER
mice, and does not delay Chronic Myeloid Leukemia development in p53™itoER/mitofR. BCR-
ABL mice.
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1. EXPERIMENTACION ANIMAL

1a. Ratones modelo utilizados

Para realizar este trabajo se utilizaron los siguientes modelos de ratdn:

* Ratones p53mitoERTAMK': linaje mixto C57BL/6 x 129/Sv) retrocruzados 8 veces
con C57BL/6, generados en este trabajo de tesis.

* Ratones p53ERTAMK': linaje mixto C57BL/6 x 129/Sv) retrocruzados 8 veces con
C57BL/6 (Christophorou, Martin-Zanca et al. 2005).

* Ratones Scal-BCR-ABL-p210: linaje mixto CBA x C57BL/6J (Perez-Caro, Cobaleda et
al. 2009). Proporcionados por el laboratorio del Dr. Isidro Sdnchez-Garcia (Centro
de Investigacion del Cancer, Salamanca).

* Ratones CAG-FLPe: linaje puro C57BL/6 (Kanki, Suzuki et al. 2006).

Los ratones se mantuvieron en racks de jaulas ventiladas, a temperatura y
humedad relativa constantes (202C y 65%, respectivamente) y con agua y alimento ad
libitum en el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca. Los
animales fueron sacrificados para la obtencion de las muestras o ante la evidencia de
sufrimiento de acuerdo con las Guidelines for Humane Endpoints for Animals Used in
Biomedical Research. Todas las manipulaciones a los ratones se realizaron de acuerdo
con las normas establecidas por el Comité de Bioética y el Servicio de Experimentacion
Animal de la Universidad de Salamanca.

A las 3 semanas de edad los ratones se separaron por sexos y se marcaron para su
identificacion. También se les cortd el extremo de la cola (aproximadamente 3mm)
para la extraccion de DNA, que se utilizd para el genotipado de los animales por PCR o
por Southern Blot.

Las manipulaciones que se realizaron a los ratones fueron:

- Extraccion de sangre del plexo mandibular.

- Inyeccidn intraperitoneal.

- Radiacién ionizante (5Gy) (GammaCell 1000 Elite, con fuente de **’Cs).
- Sacrificio por dislocacion cervical o asfixia con CO,.

1b. Tratamientos de los ratones

Se les administré 1mg de tamoxifén al dia durante 7 dias consecutivos por inyeccién
intraperitoneal. El tamoxifén utilizado para este fin se disolvid en aceite de cacahuete a
una concentracién de 10mg/ml con ayuda de un homogeneizador y se guardd a -20°C.
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Como control, a otros ratones se les inyectaron 100ul de aceite de cacahuete al dia
durante 7 dias consecutivos por via intraperitoneal.

100mg Tamoxifén
10ml Aceite de cacahuete

1c. Recogida de tejidos

Los animales fueron sacrificados por dislocacidon cervical y se les realizd una
necropsia junto con un analisis macroscépico de los 6rganos.

Las muestras se recogieron para dos fines diferentes:
a) Anatomia Patoldgica: Aproximadamente la mitad del cerebro, del timo, del

corazdn, del pulmdn, del bazo, del pancreas, un trozo de higado, un trozo de intestino,
un rifidn, un testiculo/ovario y una rodilla se fijaron por inmersion durante 24h en
formaldehido al 3.7% tamponado a pH 7 y estabilizado con metanol. La rodilla se
descalcificd posteriormente por tratamiento con Osteosoft® (Millipore).

b) Obtencion de DNA, RNA, proteina: Porciones similares de los érganos citados

se congelaron con N, liquido y después se mantuvieron a -802C.

Los tejidos fijados en formaldehido se incluyeron en bloques de parafina segun el
método estandar. Estos bloques fueron cortados con el microtomo en secciones de
3um. Las secciones de los organos se desparafinaron, rehidrataron y tifieron con
hematoxilina y eosina también segun el protocolo estandar.

El diagnostico anatdmico-patoldgico fue realizado por Teresa Flores, Carolina
Vicente-Duefias, Oscar Blanco y Maria del Carmen Garcia, segun la clasificacion de
tumores de la Organizacién Mundial de la Salud.

2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2a. Extraccion de DNA gendmico
El DNA de los ratones se aisldo a partir del extremo de la cola, que habia sido

recogido a las tres semanas de edad. El tejido se digirio en 700ul de buffer de lisis a
552C durante 2-16h.
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85% Solucion de Fornace 8.56% Sacarosa
10mM EDTA pH 8 50mM Tris pH 8
1% SDS 25mM KCl
50ug/ml Proteinasa K 5mM MgCl,

A continuacion, se anadieron 70ul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 770ul de fenol
(cuyo pH habia sido previamente equilibrado mezclandolo, en proporcion 5:1, con Tris-
HCl 1M pH 8.5). Se mezclaron todos los componentes por inversién 100 veces y se
centrifugaron a 13000xg durante 15min a 42C para separar las fases organica y acuosa.
La fase acuosa se transfirido a un tubo nuevo y se afiadié un volumen de cloroformo:
isoamiloalcohol (24:1) (CIA). Después se centrifugd a 11000xg durante 10min a
temperatura ambiente para separar de nuevo las fases. La fase acuosa se transfirio a
un tubo limpio y se precipitd el DNA afiadiendo un volumen de isopropanol frio. Se
centrifugd a 13000xg durante 15min a 49C y se lavo el pellet de DNA dos veces con
etanol al 70%. Finalmente se dejé secar al aire y se resuspendid en 25-100ul de TE 0.1X
durante al menos 12h a temperatura ambiente.

1mM Tris pH 8
0.1mM EDTA

2b. Genotipado de los ratones

2b. I. PCR del exén 2 de p53

mitoER

Para la distincion del alelo p53*'y el alelo p53 , la region amplificada fue el exdn

mitoER

2 del gen, ya que el alelo p53 posee en este exon la secuencia codificante de una

sefial de localizacién mitocondrial de la que el alelo p53"* carece.

Para la reaccion de amplificacidn se utilizaron como molde 50ng de DNA gendmico,
aproximadamente. Los oligonucledtidos utilizados fueron los siguientes:

* intronl: 5- TTCTGTCCTCCATGTTCCTG -3’
*  intron2rev: 5’- ACACCCAACACCATACCATG -3’

Se utilizdo la enzima SuperHot Tag DNA polimerasa, que estd acoplada a un
anticuerpo que la mantiene inactiva hasta que se incuba a 942C durante al menos
4min.

La mezcla de cada reaccion de amplificacion fue la siguiente:
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0.6ul DNA molde

2.5ul Buffer 10X

0.375ul MgCl, 100mM

1l dNTPs 10mM

0.25ul intronl 20uM

0.25ul intron2rev 20uM

0.3ul SuperHot Taq DNA polimerasa 5u/ul

19.725 ul  dH,0

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo segun los siguientes pasos:

Activacién de la enzima
Desnaturalizacién
Anillamiento

Extension

Extension final

4min

1min Amplificacidon
1min (40 ciclos)
2min

10min

La reaccién fue llevada a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 2700

(Applied Biosystems). Los fragmentos amplificados se resolvieron en gel de agarosa al

1.8% en tampodn TAE.

40mM Tris-acetato pH 8

1mM EDTA

603pb

477pb
369pb

310pb

2b. Il. PCR del exén 11

Figura 38: Fotografia de un gel de
agarosa del 1.8% teflido con bromuro
de etidio. ElI fragmento de 477pb
corresponde al alelo p53™°=R y el de
369pb, al alelo p53™. 1: Marcador de
peso molecular ¢$X174 Haelll. 2:
Individuo p53MWER/MIER - 3 Individuo
p53WY/MIER "4 Individuo p53"*t,

Para la distincion del alelo p53"' y el alelo p53™ en los ratones de la linea

p53ERTAMY, se amplificé el exdn 11 (al que estd fusionada la secuencia codificante del

dominio ER) segun el protocolo descrito en Christophorou et al, 2005.
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Para la reaccion de amplificacion también se utilizaron como molde unos 50ng de

DNA gendmico y los oligonucledtidos siguientes:

* intron10.1: 5’-TGAGGGACAAGGTATGGTGTC-3’
e 904L: 5’-AACCCTAGAAGTAGGGGTG-3’
. mer550rev: 5’-TGGCACTCTCTTTGCCCAGTTG-3’

La mezcla de cada reaccion de amplificacion fue la siguiente:

0.6ul DNA molde

2.5ul Buffer 10X

0.375ul MgCl, 100mM

1l dNTPs 10mM

0.25ul intron10.1 20uM

0.25ul 904L 20uM

0.25ul mer550rev 5.6uM

0.3ul SuperHot Tag DNA polimerasa 5u/ul

19.475ul | dH,0

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo segun los siguientes pasos:

Activacién de la enzima
Desnaturalizacién
Anillamiento

Extension

Extension final

C 4min
1min Amplificacidon
1min (40 ciclos)
2min
10min

La reaccion de amplificacion y el analisis de los fragmentos amplificados se

realizaron como en el caso anterior.

1331pb
1150pb
759pb

1100pb
750pb

Figura 39: Fotografia de un gel de
agarosa del 1.8% tefiido con bromuro
de etidio. El fragmento de 1100pb
corresponde al alelo p53™ y el de
750pb, al alelo p53™. 1: Marcador de
peso molecular ¢29 Haelll. 2: Individuo
p53fRER 31 Individuo p53"VER. 4:
Individuo p53"¥™,
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2b. lll. Southern blot

Se utilizo la técnica del Southern blot para determinar el genotipo de las colonias de

itoER
mitoER  astaba

células ES seleccionadas y también para comprobar si el alelo p53
correctamente integrado en el genoma de los ratones fundadores del nuevo linaje.
Posteriormente se realizd Southern blot de forma rutinaria para genotipar a los
ratones, ya que con esta técnica se puede identificar qué ratones portan el transgén

p210BCR-ABL y qué alelos de p53 poseen (p53™, p53™ 0 p53™°).

Digestion, electroforesis y transferencia:

El DNA gendmico de los ratones (entre 5 y 10ug) fue digerido con las enzimas
EcoRV o Bglll, durante aproximadamente 12h, a 372C. Las mezclas de las reacciones de
digestion fueron las siguientes:

29.6 ul dH,0

7ul Buffer R u O 10X
0.7ul DTT 100mM

0.7ul Espermidina 100mM
2ul EcoRV o Bglll 10u/pul
30ul DNA

La electroforesis se realizé en geles de agarosa del 1% en TAE, durante 4h a 90V. A
continuacidn, los geles se incubaron en tres volimenes de solucion desnaturalizante a
RT durante al menos 1h.

1.5M NaCl
0.5M NaOH

Tras la desnaturalizacion, el DNA se transfirio del gel a una membrana de nylon
cargada positivamente (Immobilon™-Ny’, Millipore) por capilaridad, utilizando
solucion desnaturalizante nueva. La transferencia se realizé durante al menos 12h a
RT. Después la membrana se neutralizé con SSC 2X durante 5min, se dejo secar y se
irradio con luz ultravioleta en un Stratalinker (Stratagene) para unir covalentemente el
DNA a la membrana.

300mM NacCl
30mM Citrato sodico
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Papel =
Whatmann <100g Toallas de
papel
Mecha de papel <
e de & Membrana
\I ] <— Gel

Bandeja

Solucidn desnaturalizante

Figura 40: Esquema de la transferencia tipo puente para Southern blot.

Prehibridacion:

La membrana con el DNA transferido y fijado se prehibridé al menos una hora a
652C con Buffer Church & Gilbert (Church & Gilbert, 1984) con 150ug/ml de DNA de
esperma de salmoén (ssDNA), que previamente habia sido desnaturalizado a 1002C
durante 10min.

| Buffer Church & Gilbert

1% BSA, Fraccion V

1mM EDTA

0.5M Tampén fosfato pH 7.1-7.2
7% SDS

Sondas utilizadas:

La sonda utilizada para reconocer la region 5’ del gen p53 fue un fragmento de DNA
de 977pb correspondiente a dicha region (figura 14). Este fragmento se obtuvo
mediante PCR a partir del plasmido pDT-2, que contiene la regién 5 de p53 y fue
cedido por Allan Bradley, utilizando los siguientes oligonucledtidos:

* p535”: 5’-ATCGTACTTACCACTTGCAAC-3’
* p535°rev: 5’-AGTTCAGACTACAACTCCCAG-3’

La mezcla de reaccién de amplificacién (25ul) fue la siguiente:
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2ng Plasmido pDT-2
2.5ul Buffer 10X
0.375ul MgCl, 100mM
1l dNTPs 10mM

0.25ul p53 5’ 20uM
0.25ul p53 5’'rev 20uM
0.3ul SuperHot Tag DNA polimerasa 5u/ul

La reaccion fue llevada a cabo en el termociclador antes mencionado, segun los
siguientes pasos:

Activacién de la enzima 942C 4min

Desnaturalizacion 94eC 1min Amplificacidon
Anillamiento 59¢C 1min (40 ciclos)
Extension 729C 2min

Extension final 729C 10min

El fragmento amplificado se resolvid en gel de agarosa al 1.2% en tampdn TAE y se
purificd con el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche).

La sonda utilizada para reconocer la region 3’ del gen Trp53 es un fragmento Sacl
de 800pb del plasmido pDM136, que contiene un inserto Hindlll-BamHI de 3.5Kpb que
incluye los exones 7 a 11 de Trp53 en el vector pSP72.

Para reconocer el transgén BCR-ABL (y también el gen Abl enddgeno) se utilizo
como sonda un fragmento Bsu36l de 836pb del plasmido E1A2 (proporcionado por el
laboratorio del Dr. Isidro Sanchez-Garcia, Centro de Investigacion del Cancer). Este
plasmido contiene el cDNA de p190BCR-ABL en el vector pCD1a.

Para la purificacion de las sondas, el plasmido pDM136 fue digerido con la enzima
Sacl y el plasmido E1A2 fue digerido con Bsu36l. Las reacciones de digestidon fueron las

siguientes:
30ul Buffer J o E 10X
3ul DTT 100mM
3ul BSA 100mM
Sul Sacl o Bsu36! (10u/pul)
20-25pug Plasmido pDM136 o E1A2

Hasta 300ul | dH,O

Los productos de cada digestion se separaron por tamafio en gel de agarosa al 1.5%
y los fragmentos de 800pb y 836pb se purificaron con el High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche).

. . . 2 .
Posteriormente, las sondas se marcaron radiactivamente con a->PdCTP mediante
el método de Random Priming, siguiendo los pasos indicados a continuacion:



20-40ng (max 12pl)
170ng (2ul)
5min a 1002C
2min a 02C
2ul

3ul

S5ul (50uCi)
0.8ul (4u)
30min a 37°C
1ul

28ul
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Sonda purificada
Hexanucleétidos

Buffer 2 10X

Mix dNTPs (dATP, dTTP, dGTP) (0.5mM cada uno)
a->*PdCTP 3000Ci/mmol

DNA polimerasa Klenow exo-

EDTA 0.5M pH 8
Tris 1M pH 8

Por ultimo, las sondas marcadas se purificaron con las columnas ilustra™
ProbeQuant™ (GE Healthcare) para eliminar los nucleétidos no incorporados.

Hibridacion y lavados:

Las membranas prehibridadas se incubaron durante 17-24h a 652C en Buffer
Church & Gilbert con 150ug/ml de DNA de esperma de salmén desnaturalizado vy las
sondas radiactivas desnaturalizadas.

A continuacién, las membranas se lavaron 3 veces durante 30min con abundante

volumen de solucién de lavado, a 652C.

0.1% SDS
0.1% SSC

Por ultimo, se expuso una pantalla BAS-llls (Fujifilm) colocandola frente a las
membranas durante 24h y se obtuvo la imagen correspondiente a la sefial radiactiva
mediante el escaneo de la pantalla en un Personal Molecular Imager (BioRad).
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. = S F—-~23Kpb

5.5Kpb
4.5Kpb
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1IN

Figura 41: Determinacion del genotipo de los ratones mediante Southern blot. DNA
gendmico digerido con la enzima EcoRV. Imagen obtenida con Personal Molecular Imager.
1: Individuo p53***, 2: Individuo p53*¥**; BCR-ABL. 3: Individuo p53"Y™"=R 4: Individuo
p53"VmitER. BCR-ABL. 5: Individuo p53™WER/MER 6. Tndividuo p53™MOER/MiER. BCR-ABL.

Stripping:

Para hibridar la membrana con una segunda sonda es necesario eliminar la sonda
anterior. Esto se consigue mediante el proceso de Stripping. En primer lugar, se
sumergié la membrana en 100ml de NaOH 100mM, durante 20-30min a RT. En
segundo lugar, la membrana se lavdé con abundante dH,0. A continuacidn, se
neutralizé el pH con 100ml de SSC 2X durante 5min y se lavd de nuevo con dH,0. Por
ultimo, la membrana se prehibridé e hibridd tal como se describe anteriormente.

2c. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevd a cabo mediante el “método de un solo paso”
(Chomczynski & Sacchi, 1987). Segun este método, las células se lisan con una solucidn

de tiocianato de guanidina.

4M Tiocianato de guanidina
100mM Tris pH 7

0.5% Sarcosyl

0.1M B-Mercaptoetanol

Después de la lisis, se homogeneizd la muestra con la pipeta P1000. A continuacion,
se afiadio una décima parte del volumen de acetato de sodio 2M pH 4, un volumen de
fenol (neutralizado con Tris-HCl como se describe anteriormente) y una décima parte
del volumen final de cloroformo: isoamiloalcohol (24:1). En estas condiciones de pH, el
DNA de alto peso molecular no es soluble en la fase acuosa, mientras que el RNA si lo
es. Tras agitar durante 1min, se incubd 15min en hielo, se centrifugd 15min a 49C, se
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separd la fase acuosa y se le afiadid un volumen de isopropanol frio. Se precipitd el
RNA 1hora a -202C y se volvid a centrifugar 15min a 42C. El pellet de RNA se lavo dos
veces con etanol al 70% en H,0 tratada con DEPC, se dejo secar y finalmente se
resuspendio en H,0 tratada con DEPC.

2d. PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa (qPCR) es una técnica que permite determinar la cantidad de un
RNA mensajero concreto en una muestra, previa conversion a cDNA. La cantidad de
MRNA se puede dar en valores absolutos o en valores relativos a un mRNA presente en
todas las muestras y cuya cantidad no varia en las diferentes condiciones del
experimento. Este RNA de referencia suele ser el RNA ribosémico, o el mRNA de los
Ilamados genes housekeeping.

En primer lugar, el mRNA extraido de las muestras es convertido a cDNA en una
reaccion catalizada por la enzima retrotranscriptasa. En segundo lugar, se lleva a cabo
la qPCR utilizando como molde el cDNA. En la reaccién de gPCR se incluyen los
oligonucledtidos especificos de cada secuencia a amplificar, ademas de una sonda
TagMan®. Esta sonda esta unida en su extremo 5’ a un fluorocromo reporter y en su
extremo 3’, a la proteina MGB (Minor Groove Binder) mas un quencher no fluorescente
(NFQ). Cuando la sonda esta intacta, la proximidad entre el quencher y el fluorocromo
hace que este ultimo no emita fluorescencia.

La polimerasa inicia la extensidon a partir de cada uno de los oligonucleédtidos v,
cuando llega a la sonda, anillada al molde, la digiere con su actividad 5’ exonucleasa.
Esto hace que el fluorocromo se separe del quencher y emita fluorescencia, que es
detectada por una camara CCD. Esta emision de fluorescencia ocurre en cada ciclo y es
directamente proporcional al nimero de moléculas de DNA que se estan sintetizando.
Debido a las caracteristicas de esta gqPCR, las sondas anilladas inespecificamente no
emiten fluorescencia (porque la polimerasa no las digiere), a la vez que los productos
amplificados inespecificamente no se detectan (porque la sonda no se une a esas
secuencias).
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Figura 42: Técnica de PCR cuantitativa. Esquema del proceso de amplificacion del
cDNA y detecciéon de la sefial en la técnica de PCR cuantitativa utilizando sondas
TagMan® (adaptado de About TagMan® Chemistry, Applied Biosystems).

El RNA de cada muestra se resuspendié en 15ul de H,0 tratada con DEPC y se
cuantifico, en un espectrofotometro (HITACHI U-2000). Para comprobar la integridad
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de estos RNAs se realizé una electroforesis en gel de agarosa.

El cDNA se sintetizé a partir de 0.5ug de RNA total utilizando el kit High Capacity
RNA-to-cDNA (Applied Biosystems). La mezcla de reaccidn fue la siguiente:

8ul dH,0 tratada con DEPC
10ul Buffer retrotranscriptasa 2X
1ul Transcriptasa reversa 20X
1ul (0.5ug) RNA

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 2700

(Applied Biosystems) segln el siguiente programa:

Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 37°C 60min
Inactivacién de la enzima 95eC 5min
4°C Indefinido

Para las reacciones de gPCR se utilizaron los siguientes TagMan® Gene Expression

Assays (Applied Biosystems):
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e p53(Mm01731287_m1)

*  p21(Mm00432448_m1l)

*  Mdm2(Mm01233136_m1)

*  Bax(MmO00432050_m1)

*  Fas (Mm01204974_m1)

*  Puma(MmO00519268_m1)

*  Gusb (MmO01197698 m1), usado como control enddgeno.

Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Las muestras de cDNA se llevaron hasta un volumen de 41ul con H,0 tratada con
DEPC. La mezcla utilizada para cada reaccién de gPCR (20ul) fue la siguiente:

7.5ul dH,0 tratada con DEPC

10ul TagMan® Gene Expression Mastermix 2X
1l TagMan® Gene Expression Assays 20X
1.5ul cDNA

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ABI PRISM 7300 (Applied
Biosystems). Las condiciones de la reaccion fueron:

Activacién de 509C 2min
la enzima 95°C 10min
Amplificaciéon  Desnaturalizacidon 95eC 15s

(40 ciclos) Anillamiento/Extension 602C 1min

Los datos se analizaron con el software SDS (Applied Biosystems). Los resultados
fueron normalizados respecto de la expresién del control enddgeno (Gusb) y las
cantidades relativas de expresion se dieron en referencia a una muestra calibradora
(el cDNA de los MEFs p53ER/ERno irradiados y tratados con vehiculo).

2e. Secuenciacion

. .z itoER
Para la secuenciacion de los exones del alelo p53™*°

se diseflaron 8 pares de
oligonucledtidos de modo que los fragmentos amplificados a partir de estos 8 pares
abarcaran toda la region codificante del gen. Las secuencias de los oligonucledtidos y

los exones amplificados por cada par se indican en la tabla siguiente.
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Exones Tamano Oligonucledtidos
amplificados
Exdn 2 477pb -intronl: 5’- TTCTGTCCTCCATGTTCCTG -3’
-intron2rev: 5’- ACACCCAACACCATACCATG -3’
Exones3y4 | 571pb -intron2p53: 5’-TGACTACATAGCAAGTTGGAGGC-3’
-intron4p53rev: 5’-ACAGTCTACAGGCTGAAGAGG-3’
Exones5y 6 | 501pb -intron4p53: 5’-TTGACACCTGATCGTTACTCGG-3’
-intron6p53rev: 5’-AGTCAACATCAGTCTAGGCTGG-3’
Exdn 7 379pb -intron6p53: 5’-AGGTCACCTGTAGTGAGGTAGG-3’
-intron7p53rev: 5’-CAGCCAAAGGTCCAGTTACAGG-3’
Exones 8y 9 | 475pb -intron7p53: 5’-TGGCTGCAGATATGACAAGAGG-3’
-intron9p53rev: 5- ATACATGCGAGAGACAGAGGC-3’
Exdn 10 288pb -intron9p53: 5’- AGTGGAGCCAGCTTAAGTTGG-3’
-intron10p53rev: 5’-ACTACAAAGGCTGAGCTGGAG-3’
Exon 11y ER | 676pb -intron10p53: 5’- TTCCAAGCCTTGATCAAGGAGG-3’
-2329p53mitorev  5’-ACAAACTCTTCACCCTGCAGG-3’
ERy exdn 11 | 605pb -2238p53mito: 5’-AAATGTGTGGAAGGCATGGTGG-3’
-2843p53mitorev: 5-AGTCATAAGACAGCAAGGAGAGG-3’

Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion de los exones del gen
p53mitoER

La mezcla de reaccidon de amplificacion (25ul) fue la siguiente:

0.75ul DNA gendmico 30ng/ul

12.5ul DNA Amplitools Complex Master Mix 2X
0.25ul Oligonucledtido forward 20uM

0.25ul Oligonucledtido reverse 20uM

11.25ul | dH,0

La reaccion fue llevada a cabo en el Gene Amp PCR System 2700 (Applied
Biosystems), siguiendo los siguientes pasos:

Activacién de la enzima 942C 4min

Desnaturalizacion 94eC 30s Amplificacidon
Anillamiento 51eC 30s (40 ciclos)
Extension 729C 45s

Los productos de las reacciones se visualizaron en un gel de agarosa del 1.8% para
comprobar que, en cada caso, se habia amplificado un solo fragmento del tamafio
esperado (figura 36).

Los productos de cada reaccion de PCR se secuenciaron directamente utilizando los
oligonucledtidos empleados en la amplificacion. Los productos de PCR se purificaron
con el I’SAP PCR cleanup kit. Para ello, 10ng de la reaccidén de PCR se incubaron con 10
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unidades de Exonucleasa | y con 2 unidades de fosfatasa alcalina de gamba a 372C
durante 5min; a continuacion las enzimas se inactivaron a 802C durante 10min.

A esta mezcla se le afadieron 3 picomoles de oligonucledtido (hasta completar 8ul
de volumen final) y se secuenciaron utilizando el Big Dye Terminator kit 3.1, y un
genetic analyzer ABI 3100.

2f. Western blot

La técnica del Western blot permite la deteccion de proteinas especificas en una
muestra determinada. En primer lugar las proteinas presentes en la muestra se
separan por tamafio mediante electroforesis en geles de acrilamida. Después se
transfieren a una membrana de PVDF o nitrocelulosa, que se incuba con anticuerpos
gue reconocen especificamente a las proteinas de interés. A continuacion la
membrana se incuba con un segundo anticuerpo, acoplado a HRP, que reconoce al
primer anticuerpo. Por uUltimo, se obtiene una sefial luminosa mediante la adicidén de
los sustratos de la HRP, esta sefial sera recogida en una pelicula autorradiografica.

2f. |. Extraccion de proteina:

La extraccion de las proteinas se realizd lisando las células con el buffer RIPA
suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas.

100mM Tris pH 8
300mM NacCl

2% NP40

1% DOC

0.2% SDS

Tras incubar la muestra en RIPA mas inhibidores durante 20min en hielo y
agitacion, el lisado se transfirio a un tubo con beads de circonio (Precellys 24) y se
rompié el DNA sometiendo a la muestra a dos ciclos de intensidad 5.5 y 30seg de
duracién en la FastPrep-24 (MP Biomedicals). A continuacion, la muestra se centrifugd
a 150xg durante 10min a 42C. Se transfirid el lisado a un nuevo tubo y se centrifugd a
4°C y 21000xg durante 10min. Por ultimo, se pasé el sobrenadante a un nuevo tubo y
se almacend a -80°C.
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2f. Il. Cuantificacion de la proteina:

Se determind la concentracidn de la proteina extraida utilizando el DC Protein Assay
(BioRad), que es un método colorimétrico basado en el método de Lowry (Lowry et al,
1951).

2f. lll. Electroforesis y transferencia:

Para la electroforesis se utilizaron geles de gradiente del 4 al 12% de acrilamida
(NUPAGE® Novex ® Bis-Tris Mini Gels, Life Technologies) y también geles de acrilamida
al 10%, preparados de la siguiente manera:

1,7ml Acrilamida 30% 0,65ml  Acrilamida 30%

1,25ml  Tris 1,5M pH 8,8 + 0,4% SDS 1,25ml  Tris 0,5M pH 6,8 + 0,4% SDS
2ml dH,0 3ml dH,0

50ul APS 10% 50ul APS 10%

Sul TEMED Sul TEMED

El buffer utilizado para la electroforesis en geles de gradiente fue MOPS-SDS vy
buffer Tris-Glicina, en el caso de utilizar geles al 10%.

50mM MOPS

50mM Tris base

0,1% SDS 25mM Tris base
1mM EDTA 192mM Glicina

En cada carril se cargd un maximo de 35ug de proteina celular, o bien 45ul de
medio extracelular clarificado. Las muestras se cargaron en los pocillos con un
volumen adecuado de tampdn de carga 6X.

300mM Tris HCI pH 6.8
12% SDS

60% Glicerol

600mM B-Mercaptoetanol
0.24% Azul de bromofenol

La electroforesis en geles de gradiente se realizd a 100V constantes durante 3h. La
electroforesis en geles del 10% de acrilamida se realizé a 130V durante 1h 30min.
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Las proteinas se transfirieron del gel a una membrana de PVDF (Immobilon P,
Millipore), previamente activada con metanol y dH,0 durante 15s y 2min,
respectivamente. La transferencia se realizd segin el “montaje himedo” en tampdn
de transferencia, aplicando una corriente de 450mA constantes, durante 1h 30min y
en hielo. Después, la membrana se tifid con Rojo Ponceau, que tifie inespecificamente
las proteinas y permite comprobar que se han transferido correctamente a la
membrana.

25mM Tris base 0,1% Rojo Ponceau
192mM Glicina 5% Acido acético
20% Metanol

2f. IV. Deteccion:

A continuacién, la membrana se lavd con TBST y se bloqued con TBST + 5% BSA (en
caso de utilizar el anticuerpo anti-p21, se bloqued con PBS + 10% FBS) para evitar la
union inespecifica de los anticuerpos a la membrana y a proteinas que no son de
interés.

10mM Tris pH 7.5
100mM NaCl
1mM EDTA

0.1% Tween20

La membrana se incubd con el anticuerpo primario O/N a 42C y con agitacion. Los
anticuerpos y las diluciones se indican en la tabla siguiente. Para diluir el anticuerpo se
utilizé la solucién de bloqueo correspondiente.

Anti-p53 1:500
Anti-p53 fosforilado en Ser15 1:500
Anti-p21 1:1000
Anti-Ciclofilina D 1:1000
Anti-Mdm?2 1:250
Anti-GAPDH 1:10000
Anti-VDAC 1:1000
Anti-ARF 1:200
Anti-Ras 1:250
Anti-Hsp90 1:750
Anti-HMGB1 1:1000
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Para eliminar el exceso de anticuerpo, la membrana se lavd con TBST 4 veces
durante 10 minutos, a RT en agitacion. Después se incubd con el anticuerpo
secundario anti-Rabbit o anti-Mouse diluido (1:10000 y 1:5000, respectivamente) en
solucién de bloqueo, durante 1hora a RT y en agitacidn; y se lavé como se describe
anteriormente.

Por Ultimo, se obtuvo una sefial luminosa utilizando el ECL™ Prime Western
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La reaccidon luminica que tiene lugar consiste en la oxidacion del luminol con perdxido
de hidrégeno. Esta oxidacion estd catalizada por la enzima HRP conjugada al
anticuerpo secundario y da como resultado un compuesto excitado que emite luz a
428nm al volver a su estado basal. Para detectar esta sefial se utilizaron peliculas
autorradiograficas de AGFA y de GE Healthcare (Hyperfilm ECL), estas ultimas de
mayor sensibilidad.

2f. V. Stripping:

Para detectar una proteina diferente en la misma membrana, se debian eliminar
previamente los anticuerpos utilizados para detectar la proteina anterior. Para ello se
lavé la membrana con glicina 100mM pH 2.5 durante 15min a RT y, a continuacidén, se
lavd con SDS al 1% durante 15min a RT. Finalmente, se lavd con TBST y se bloqued de
nuevo.

2g. Coinmunoprecipitacion de proteinas

Las células se lavaron dos veces con PBS frio y se recogieron en buffer de lisis sin
detergente. A continuacion, se centrifugaron a 600xg durante 5min a 49Cy, tras retirar
el sobrenadante, se resuspendieron en buffer de lisis con detergente. Ambas
soluciones se prepararon a concentracién 2X y se suplementaron con un céctel de
inhibidores de proteasas inmediatamente antes de su uso.

40mM HEPES pH7.4

260mM NacCl

2mM EGTA

2Mm EDTA

2% NP40 (Sdlo en el buffer con detergente)

Tras 7min en hielo se centrifugaron las células, ya lisadas, a 1000xg a 42C durante
10min. Se separod el sobrenadante y se incubd 1 hora mas en hielo para la completa
rotura de las membranas intracelulares. Después, se centrifugd a 15000xg durante
10min a 4eC vy se descarto el pellet.
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Las muestras se diluyeron 1:1 con buffer de lisis sin NP40 y se anadid el anticuerpo
anti-p53 acoplado a agarosa (previamente lavado tres veces en buffer de lisis sin
NP40). La inmunoprecipitacidon se dejé O/N a 42C en agitacion suave y se lavaron las
muestras tres veces con 1.5ml de buffer de lavado. Tras cada lavado se centrifugd a
500xg durante 2min a 42C vy se retird el sobrenadante.

50mM HEPES pH7.5
150mM NaCl

10% Glicerol

0.5 % NP40

Después del ultimo lavado, se retir6 del todo el liquido sobrenadante y se
resuspendio el pellet en un volumen igual de tampdn de carga para Western blot (2X)
con un 2% mas de SDS. Las proteinas inmunoprecipitadas y coinmunoprecipitadas se
eluyeron del anticuerpo mediante un tratamiento de 3min a 852C. Por ultimo, se
cargaron las muestras en geles de gradiente del 4 al 12% de acrilamida y se continud
con el Western blot de la forma ya descrita, con la salvedad de que se utilizd TrueBlot
(eBioscience) 1:1000 en lugar de los anticuerpos secundarios convencionales.

2h. Tincion de inmunofluorescencia

Para estudiar la localizacion subcelular de p53 realizamos una inmunocitoquimica
en MEFs (ver preparacién mas adelante) homozigticos p53™CER/MIER \ h5IER/ER Eotq
técnica es similar al Western blot, ya que consiste en la deteccidon de la proteina de
interés mediante el uso de anticuerpos primarios, que reconocen especificamente a
esta proteina, y anticuerpos secundarios, acoplados a fluorocromos, que reconocen
especificamente al anticuerpo primario.

Los MEFs se sembraron en placas de vidrio (LAB-TEK) y se trataron con 4-OHT
100nM o vehiculo durante 10-12 horas. Después, se lavaron 3 veces con PBS y se
fijaron con formalina al 3.7% durante 20min a RT. Una vez fijadas, se lavaron 3 veces
con PBS y se permeabilizaron con Triton-X100 al 0.2% en PBS durante 5min a RT. Las
células permeabilizadas se lavaron 3 veces y se trataron con glicina 50mM en PBS
durante 20min a RT. Este aminoacido reacciona con la formalina residual y detiene la
fijacion. A continuacion se bloqued la preparacidén durante 30min a RT y se incubd con
el anticuerpo primario O/N a 4°C.

0.05% Triton-X100 3% BSA
15% Suero de cabra 1:500 Anti-p53
5ug/ml Anti-Ciclofilina D
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La preparacion se lavd 3 veces con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario
durante 45min a RT.

10% Suero de cabra

0.05% Triton-X100

1:1000 Anti-Rabbit-Alexad88
1:1000 Anti-Mouse-Alexa568

Las células se lavaron de nuevo con PBS y se tifieron con DAPI 700nM durante
10min a RT. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS y una vez con agua. Por ultimo,
se montd el porta afiadiendo unas gotas de SlowFade Antifade Kit (Molecular Probes)
y sellando el cubre con esmalte de ufias. Las imdagenes se obtuvieron en un
microscopio Olympus IX71 o un Confocal Leica TCS-SL y se procesaron con el sistema
Delta Vision.

2i. Tincion TUNEL

Los 6rganos de los ratones irradiados se fijaron por inmersion y se incluyeron en
parafina. Se realizaron cortes de 2um de grosor, se desparafinaron y rehidrataron. Las
secciones se permeabilizaron con proteinasa K durante 30min a 379C y se lavaron 2
veces con PBS.

15ug/ml Proteinasa K
10mM Tris HCI (pH 7.4-8)

A continuacion, las secciones se tifieron con el In Situ Cell Death Detection Kit
(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se lavaron 3 veces con PBS y se
tineron con DAPI 700nM durante 10min a RT. Posteriormente se lavaron 3 veces con
PBS y una vez con agua. Los portas se montaron afiadiendo unas gotas de Vectashield®
(Vector Laboratories). Las fotografias se hicieron en un microscopio Leica DM 6000B, a
63X.
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3. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

3a. Generacién de células ES p53"t/mwER,

Las células ES p53"VER

(2005).

fueron generadas segun se describe en Christophorou et al.

3a. I. Construccion del vector de recombinacion:

El vector de recombinacién pVH7 habia sido generado anteriormente por Talia
Velasco Hernandez y Sonja Holzmann y contiene un inserto que abarca desde la region
5’ del exdn 1 hasta el intron 6 del gen Trp53 en el vector BlueScript Il SK+ (figura 9).
Ademis, este vector contiene en el intréon 1 el gen Pac (Puromicin-N-acetiltransferasa),
gue confiere resistencia a la puromicina, flanqueado por sitios FRT (Flipase Recognition
Target), bajo el promotor Mus PGK1. En el extremo 5’ del exdn 2 y en fase con él, el
vector porta la secuencia codificante de la sefial de localizacion mitocondrial de la
enzima ornitin transcarbamilasa. En el intréon 6 se encuentra el gen DTA, que codifica
una subunidad de la toxina diftérica, cuya expresion esta regulada por el promotor del
gen HSV Timidina quinasa.

El vector se linearizd mediante digestion con la enzima Pvul. La mezcla para la
digestion del plasmido fue la siguiente:

500ul dH,0

100ul Buffer D 10X

10l DTT 100mM

10ul BSA 100mM

30ul Pvul 10u/ul

360ul Pladsmido pVH7 (280ng/ul)

Tras comprobar en un gel de agarosa que la digestion habia sido total, el DNA
cortado se extrajo con fenol, fenol: CIA (1:1) y CIA, se precipitd con isopropanol y el
pellet lavado y seco se resuspendié en 70ul de TE 0.1X.

3a. Il. Electroporacion de las células ES:

Las células ES se deben sembrar sobre un lecho de feeders. Los feeders son
fibroblastos embrionarios de ratén que han sido tratados con 12ug/ml de Mitomicina
C durante 4h, por lo que no son capaces de dividirse pero si mantienen un
metabolismo activo y secretan factores que ayudan a que las células ES permanezcan
en un estado indiferenciado.
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500ml DMEM

50ml FBS-HI
5ml Penicilina/Estreptomicina 100X
5ml L-Glutamina 100X
*
500ml DMEM
91.5ml FBS-HI
6ml Penicilina/Estreptomicina 100X
6ml L-Glutamina 100X
6ml NEA-A
4.87ul B-mercaptoetanol 14.2M
60.9ul LIF

100ng/ml Inhibidor del receptor de FGF PD173074

*Ver Anexo “Referencias reactivos”

Una vez que los feeders estuvieron adheridos a la placa y a una confluencia del 90-
100%, se sustituyo el medio de cultivo de feeders por medio de células ES, para que
liberasen estos factores y creasen un entorno mas propicio para las células ES. Una
hora después se sembraron las células ES sobre los feeders con el medio condicionado.

Las células ES se expandieron durante al menos dos pases en medio suplementado

wt/wt (no

con G-418 (300ug/ml), para evitar el crecimiento de colonias de células ES p53
portadoras del gen de resistencia a esta droga).

Para la electroporacion, las células ES se recogieron con tripsina y se lavaron dos
veces con PBS sin Ca** ni Mg2+. Se contaron y se repartieron en cubetas de
electroporacion Gene Pulser Cuvette (BioRad) a razén de 15-30 millones de células por
cubeta. Se afiadid 1ug de plasmido pVH7 linearizado por cada milldn de células y se
incubo la mezcla 10min en hielo. La electroporacidn se realizé en un electroporador
BTX ECM 600 bajo las siguientes condiciones: 240V, R9 y 500uF. Las células se
incubaron a hielo otros 10min y finalmente se sembraron en placas nuevas con feeders

y medio condicionado.

3a. lll. Seleccidén de las células recombinantes:

24h después de la electroporacion se afadieron G-418 (250ug/ml) y puromicina
(1.5pug/ml) al medio de cultivo de las células ES con objeto de que sdélo sobrevivieran
aquellas células en las que se habia integrado el vector.

3a. IV. Recoleccién de los clones recombinantes:

Tras cinco dias en cultivo en presencia de G-418 y puromicina, empezaron a ser
visibles colonias de células ES. Estas colonias se recogieron por aspiracion con una
pipeta automatica P200 y se disgregaron durante 5min a 372C en 100yl de tripsina, en
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placas de 96 pocillos. A continuacion, se sembraron sobre feeders en placas de 24
pocillos y en presencia de ambas drogas.

3a. V. Congelacion de células ES:

Cuando las colonias de células ES sembradas individualmente, una vez que
alcanzaron la confluencia, se tripsinizaron durante 5min a 372C. A la suspension de
células se anadié un volumen igual de medio de congelacion. Los viales con las células
se llevaron inmediatamente a hielo, a continuacidon a -802C O/N y finalmente, a N,
liquido.

FBS-HI
20% DMSO

3a. VI. Recuento cromosoémico:

Para comprobar que los clones recombinantes homdlogos eran euploides, los
cromosomas se tifieron y se contaron de la siguiente manera: Los cultivos de células ES
en crecimiento exponencial fueron tratados con 0.25ug/ml de colchicina durante 2-3h
a 379C para bloquear las mitosis. Pasado este tiempo se tripsinizaron y la suspension
de células se centrifugd a 200xg durante 10min a RT. El pellet se resuspendidé en el
liguido restante golpeando suavemente con el dedo y se afiadieron 5ml de KCl 0.075M
gota a gota, para provocar la lisis osmotica de las células. Después de incubar la mezcla
durante 10-15min a RT, se centrifugd a 200xg durante 10min a RT. Se retird el
sobrenadante y se resuspendid el pellet de la misma forma que en el paso anterior.
Seguidamente, se afiadieron gota a gota 5ml de solucion de fijacion (metanol: acido
acético, 3:1) recién preparada agitando el tubo suavemente. Se incubd de nuevo
durante 15-30min a RT y se centrifugd a 200xg durante 10min a 42C. A continuacidn,
se resuspendio el pellet y se afiadieron otros 5ml de solucion de fijacion de la forma ya
descrita. Se incubaron las células 10-15min a RT y se centrifugaron a 200xg durante
10min a 49C. El pellet se resuspendido en el liquido que quedd tras aspirar el
sobrenadante y se afiadieron 0.5ml de solucion de fijacion. Para preparar las muestras
para verlas al microscopio se dejaron caer, desde aproximadamente 80cm de altura,
gotas de 20ul de esta preparacion sobre portas inclinados unos 452. Las muestras se
dejaron secar sobre los portas y se tifieron con PBS: Giemsa (10:1) durante 10min a RT.
Por ultimo, se lavaron con agua destilada y se dejaron secar. Las fotografias para el
recuento de los cromosomas se realizaron en un microscopio Zeiss Axioskop equipado
con una camara RT-Spot-Monochrome a 63X.

3a. VIl Inyeccidn de células ES en blastocistos:

Las células ES recombinantes escogidas fueron descongeladas y sembradas sobre
feeders. El dia anterior a la inyeccion en blastocistos se tripsinizaron y sembraron en
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placas nuevas e, inmediatamente antes de la inyeccidon, se sustituyd el medio de
cultivo completo por medio sin antibidticos. Las células se tripsinizaron de nuevo y se
observaron individualmente. Para la inyeccidn se escogieron las células ES esféricas,
con superficie lisa y de tamafio similar a las células de los blastocistos receptores,
obtenidos de hembras C57BL/6 superovuladas y fecundadas 3-4 dias antes de la
inyeccidn. Posteriormente, los blastocistos quiméricos se introdujeron en el Utero de
hembras pseudoprefiadas y se dejd que la gestacién llegara a término para que

. . ;. itoER
nacieran los ratones quiméricos, portadores del alelo p53™

en algunas de sus
células. La obtencidon de blastocistos, la inyeccion de células ES en blastocistos y su
implantaciéon en hembras pseudoprefadas fueron realizadas por Manuel Sanchez
Martin, en la Unidad de Generacién de OMGs del Servicio de Experimentaciéon Animal

de la Universidad de Salamanca.

3b. Cultivo de MEFs

3b. I. Preparacion de MEFs:

Los MEFs se obtuvieron a partir de embriones de 13.5 dias (E13.5) de hembras
p53‘”t/mit°ERy p53ER/Eune habian sido cruzadas con machos de su mismo genotipo.

Tras sacrificar a las hembras se extrajeron los embriones y se lavaron
individualmente en placas con 5 ml de PBS. A cada embridn se le quito el cerebro y el
higado (fetal), y se guardd este uUltimo para el genotipado.

A continuacidn, los embriones fueron desmenuzados con una cuchilla e incubados
con 5ml de tripsina durante 30min a 372C. La tripsina se neutralizé con 15ml de medio
de cultivo para MEFs y se pasd la suspension celular a través de un Cell-strainer (BD) de
70um. Las células se centrifugaron 5min a 300xg y se resuspendieron en 20ml de
medio fresco. Por Ultimo se sembraron las células de cada embrion en dos placas de
10cm de didmetro.

500ml DMEM

50ml FBS-HI

5ml Penicilina/Estreptomicina 100X
5ml L-Glutamina 100X

5mg Ciprofloxacino

2 ul B-mercaptoetanol 14.2M

Cuando los MEFs llenaron las placas, fueron congelados en alicuotas de 1-1.5
millones de células.

Para la congelacion de los MEFs, se retird el medio de cultivo y se lavaron las células
1 vez con PBS. Se trataron con tripsina durante 5min a 372C y se neutralizo la tripsina
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con 10 volimenes de medio de cultivo. Se centrifugd la suspension celular 5 min a
300xg. Las células fueron resuspendidas en medio de cultivo fresco y repartidas en
viales de congelacidén. Se afiadié a cada vial un volumen de medio de congelacion e,
inmediatamente después, se pusieron los viales en hielo. A continuacién, se
mantuvieron a -802C O/N v, por ultimo, se guardaron en N, liquido.

Los viales de MEFs se descongelaron a 3792C y se mezclaron inmediatamente con
diez volimenes de medio de cultivo fresco. El DMSO se usa para evitar la formacion de
cristales de agua durante la congelacidon, pero es toxico para las células. Por eso,
durante la descongelacién, el DMSO debe diluirse lo mas rapidamente posible.

3b. Il. Estrés celular por pases sucesivos:

Este experimento se realizé con MEFs homozigticos p53"/"!, p53mtcER/mitoER

p53ER/ER, tratados con 4-OHT 100nM o con vehiculo (etanol).

Se sembraron 300000 células de cada una de las condiciones del experimento
(p53""" 4-OHT, p53"""* etanol, p53™M"ER/MIOER 4 OHT, p53MWCER/MIER otang], p53ER/ER 4-
OHTy p53ER/ER etanol) en placas de 6cm de diametro y 48h después se recogieron con
tripsina y se contaron en una camara Thoma. De nuevo se sembraron 300000 células
de cada condicion, y asi sucesivamente hasta que las células de al menos una de las
condiciones dejaron de dividirse.

3b. lll. Fraccionamiento celular:

Con el objeto de obtener la fraccion mitocondrial pura, se realizd el
mitoER/mitoER y p53ER/ER

sido previamente tratados con 40HT 100nM o con vehiculo. El procedimiento para

fraccionamiento celular de MEFs homozigdticos p53 que habian
obtener las mitocondrias requiere, en primer lugar, romper la membrana plasmatica
de las células para que se liberen los organulos. Después se descartan los nucleos por
centrifugacion y se separan las mitocondrias del resto de los componentes celulares
por centrifugacion en un gradiente discontinuo de sacarosa. El fraccionamiento se
realizé en frio para minimizar la movilidad de las proteinas entre los distintos
compartimentos celulares y afadiendo inhibidores de proteasas en todos los
tampones utilizados.

Los MEFs se lavaron dos veces con 10ml de PBS frio/placa de 15cm de diametro
antes de recogerlos con un Cell-scraper (Falcon). Se centrifugaron a 1000xg durante
5min a 42C, se lavaron una vez mas con 50ml de TD Washing buffer y se centrifugaron
de igual modo que en el paso anterior. A continuacién, se resuspendieron en el buffer
hipotonico CARSB y se dejaron 10min en hielo para permitir que las células se
hincharan. Las membranas plasmaticas se rompieron con un homogeneizador
Wheaton utilizando un émbolo con ajuste Tight; el proceso se monitorizd por
observacidn en un microscopio de contraste de fases.
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135mM NaCl
5mM KCI
25mM Tris HCl pH 7.6 a 42C

10mM NacCl
1.5mM CaCl,
10mM Tris HCIl pH 7.5 a 4¢C

Cuando el 90% de las células tuvieron la membrana plasmatica rota, se afadieron
’/5 del volumen de Buffer MS frio. Estos MEFs se centrifugaron dos veces a 1300xg
durante 5min a 49C para que los nucleos sedimentaran.

210mM Manitol

70mM Sacarosa

5mM EDTA

5mM Tris HCl pH 7.6 a 42C

El sobrenadante se transfirid a un tubo con un gradiente discontinuo de sacarosa,
preparado previamente depositando 3ml de buffer Sacarosa 1M sobre 3ml de buffer
Sacarosa 1.5M. Se centrifugd a 85000xg en una ultracentrifuga OPTIMA L-80 XP
(Becton Dickinson) durante 45min a 42C, sin frenado de parada.

1M Sacarosa 1.5M Sacarosa

2mM DTT 2mM DTT

5mM EDTA 5mM EDTA

10mM Tris HCl pH 7.6 a 4¢C 10mM Tris HCl pH 7.6 a 4¢C

A continuacion, se recogio la interfase pinchando el tubo perpendicularmente con
una jeringa de 21G y aspirando. Se transfiridé a un tubo nuevo, se le afiadieron 4
volumenes de Buffer MS frio y se centrifugd a 16000xg, 15min a 42C. Se lavo el pellet
de mitocondrias una vez mas con Buffer MS y se resuspendid en el volumen deseado
de Buffer MS. En este punto, la suspensién de mitocondrias se guardd a -80°C o se
utilizé directamente para el fraccionamiento mitocondrial.

3b. IV. Fraccionamiento mitocondrial:

Para separar las cuatro fracciones de la mitocondria (OM o membrana externa, IMS
o espacio intermembrana, IM o0 membrana interna y MA o matriz) se realiza una lisis
secuencial de sus membranas. En primer lugar se rompe la OM mediante choque
osmatico, que se logra con un buffer hipotonico (Swelling buffer) y un buffer



Materiales y métodos

hiperténico (Shrinking buffer), lo que permite colectar la OM y IMS vy liberar los
mitoplastos. Seguidamente, se rompe la IM mediante tratamiento con el buffer
hipotdnico y se libera la matriz.

10mM KH,PO4pH 7.4 a 4¢C 10mM KH,PO4pH 7.4 a 4¢C
32% Sacarosa
30% Glicerol
10mM MgCl,

Antes de comenzar el fraccionamiento mitocondrial se separd una alicuota para
cuantificar la proteina presente en las mitocondrias purificadas. A continuacion, las
muestras se centrifugaron a 16000xg, 10min a 49C, y se resuspendieron en Swelling
buffer a una concentracién de 200ug/ml. Las mitocondrias se dejaron en hielo durante
20min para permitir que se hincharan. Pasado este tiempo, se afiadid el mismo
volumen de Shrinking buffer y se centrifugaron a 10000xg durante 10min a 42C. En
este punto, el sobrenadante contiene la OM y el IMS, mientras que los mitoplastos
estan en el pellet. Se guardd el sobrenadante y se lavo el pellet con una mezcla 1:1 de
Swelling buffer y Shrinking buffer. Tras centrifugar de nuevo a 10000xg durante 10min
a 49C, se hizo un pool con los dos sobrenadantes y otro con los dos pellets. Los
mitoplastos se resuspendieron en Swelling buffer a 200ug/ml y se dejaron en hielo
20min para romper la IM. A continuacion, los tubos con OM+ IMS y los tubos con
IM+MA se centrifugaron a 140000xg durante 60min a 42C (OPTIMA TLX, Becton
Dickinson). Por ultimo, se separaron los pellets (correspondientes a la OM y la IM) de
sus respectivos sobrenadantes (correspondientes al IMS y la MA) y se resuspendieron
los pellets en RIPA con inhibidores de proteasas.

3b. V. Infeccién de MEFs con retrovirus:

Los virus se empaquetaron en células HEK-293T cotransfectadas con el vector pCL-
Eco, que expresa las proteinas estructurales de virus ecotrdpicos, y con el vector pLPC-
H-Ras"'*?

filtrando el medio de los cultivos de estas células 48; 56 y 72h después de la

o el vector pLPC-puro (control negativo). Los retrovirus se recolectaron

transfeccion.

Para estudiar la senescencia inducida por el oncogén H-Ras"*?, MEFs p53™tCER/mitoER
MEFs p53ER/ER se infectaron tres veces utilizando los virus recién recolectados, en
presencia de 8ug/ml de polybrene. Tras tres dias de seleccién con 2ug/ml de
puromicina las células resistentes se recolectaron, se resembraron a densidades
determinadas y se trataron con 100nM 4-OHT o vehiculo. Después de varios dias en
cultivo se tineron para determinar la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia
(ver mas adelante).
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3c. Tinciéon B-galactosidasa asociada a senescencia

La mayoria de las células tiene una capacidad de replicacion limitada, por lo que su
vida suele culminar en un estadio de senescencia, una situacion en la que el ciclo
celular se para irreversiblemente y, aunque las células son viables, presentan patrones
anormales de expresion de genes y proteinas. El estado de senescencia esta
caracterizado por la falta de respuesta a factores de crecimiento, una actividad
metabdlica sostenida y cambios en la morfologia de la célula. Las bases moleculares
para esta respuesta han sido ampliamente estudiadas y en la actualidad se consideran
una combinacidn de al menos tres mecanismos: acortamiento de los telémeros,
sobreexpresion del locus CDKN2A (que codifica INK4A y ARF) y una acumulacién de
dano en el ADN (Collado et al, 2010).

La mayoria de las células expresan una B-galactosidasa lisosomal cuya actividad
Optima tiene lugar a pH 4. Sin embargo, Unicamente las células senescentes muestran
actividad B-galactosidasa a pH 6, que se conoce como SA-B-Gal (B-galactosidasa
asociada a senescencia) (Dimri et al, 1995).

La tincidon B-Gal de las células senescentes se realizé siguiendo el protocolo descrito
en Dimri et al, 1995.

Los MEFs fueron tratados con 4-OHT 100nM o con vehiculo durante 8-16h. Pasado
este tiempo, la mitad de los MEFs de cada condicién fue tratada con Nutlin-3 a/b
20uM vy la otra mitad, con un volumen equivalente de vehiculo (en este caso DMSO).
Entre 3 y 5 dias después, cuando las células habian adquirido la morfologia de células
senescentes, se lavaron con PBS y se fijaron durante 5min con solucién de fijacién a RT.

2% Formaldehido
0.2% Glutaraldehido

A continuacién, se lavaron dos veces mas con PBS y se tifieron en solucién de

tincion SA-B-Gal durante 48h a 372C en una camara humidificada, en la oscuridad.

40mM Buffer citrato/fosfato pH 6
5mM Ferrocianuro potdasico

5mM Ferricianuro potdsico 18.3ml Acido citrico 0.1M
150mM NacCl 32.1ml Fosfato bisédico 0.2M
2mM MgCl,

1mg/ml X-Gal (stock a 20mg/ml en DMF)



Materiales y métodos

3d. Cultivo de timocitos

Los timocitos son los progenitores hematopoyéticos presentes en el timo que se
diferencian a lo largo del proceso de timopoyesis diferencian dando lugar a los
linfocitos T maduros. Al recibir una dosis suficiente de radiacién ionizante, los
timocitos entran en un proceso de apoptosis dependiente de p53.

Para realizar el cultivo de timocitos primarios se utilizaron ratones homozigéticos
ER/ER itoER/mitoER
p53ER/ER y p53MICER/MitoER 4o enos de 6 semanas de edad.

Los ratones se sacrificaron por asfixia con CO, seguida de dislocacién cervical y se
les extrajo el timo. Este 6rgano fue lavado con PBS + 0.1% BSA. Inmediatamente
después, se disgregd presionando con el émbolo de una jeringa de 1ml sobre un Cell-
strainer de 70um vy se llevo la suspension celular a un volumen de 20ml con PBS + 0.1%
BSA.

Por debajo de la suspension celular se afiadieron 12ml de Ficoll-Paque® y se
centrifugd a 700xg durante 35min sin freno. Se recogid la interfase con una pipeta
Pasteur de plastico y se llevd a 15ml con PBS + 0.1% BSA. En este punto se recogié una
alicuota de 10ul y se diluyd 1:1 con Trypan blue y se hizo un recuento de células en una
camara Thoma.

La suspension celular se centrifugd 10min a 400xg vy el pellet de células se lavo una
vez mas con 20ml de PBS + 0.1% BSA. Las células se repartieron en tubos
correspondientes a las distintas condiciones del experimento. Tras otra centrifugacion
a 400xg durante 10min, las células se resuspendieron en medio de cultivo de timocitos
con 4-OHT a 100nM o con vehiculo, a una concentracién de 10°células/ml.

500ml DMEM

25ml FBS-HI

5ml Penicilina/Estreptomicina 100X
5ml L-Glutamina 100X

2 ul B-mercaptoetanol 14.2M

Las células se sembraron en placas de 6cm de diametro y se irradiaron (ver mas
adelante).
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3e. Irradiacion de células

Antes de llegar a una confluencia del 100% los MEFs fueron tratados con 4-OHT
100nM o con vehiculo. Aproximadamente 4 horas mas tarde la mitad de las placas de
cada tratamiento recibié una dosis de 8Gy de radiacion ionizante. 8 horas después, las
células se lisaron para obtener RNA.

Los timocitos fueron irradiados aproximadamente una hora después del
tratamiento con 4-OHT 100nM o vehiculo. La mitad de las placas de cada tratamiento
se sometid a 3Gy de radiacidn ionizante. A continuacidn, se incubaron a 372Cy 5% CO,
y se recogieron a distintos tiempos para ver los niveles de apoptosis por citometria de
flujo mediante tincion con AnexinaV y 7AAD (ver mas adelante).

Las irradiaciones se realizaron en un equipo GammaCell 1000 Elite, provisto de una
fuente de **’Cs.

3f. Clarificacion del medio de cultivo

En condiciones normales, la proteina HMGB1 forma parte de la estructura de la
cromatina. Sin embargo, cuando la célula sufre algin dafio es liberada al exterior
celular, donde sirve de sefial para la activacién de la respuesta inmune innata. Se ha
comprobado que la HMGB1 es liberada pasivamente por las células necroticas,
mientras que las células apoptadticas no la liberan.

Para determinar los niveles de HMGB1 liberada se trataron MEFs con 4-OHT 100nM
o con vehiculo y con H,0, 0.5mM y se recogido 1ml de medio de cultivo a distintos
tiempos. El medio se centrifugd a 300xg durante 5min a 42C para eliminar las células
enteras. Se transfirieron 950ul a un tubo nuevo, que se centrifugd a 21000xg durante
5min a 42C para eliminar los fragmentos de células en suspension. Se transfirieron
900ul a un tubo nuevo y se guardaron a -80°C hasta el momento de su uso. Para
determinar la HMGB1 liberada se utilizdé la técnica del Western blot. El medio de
cultivo de los timocitos irradiados se clarifico siguiendo el mismo procedimiento.

3h. Citometria de flujo (Fluorescence Activated Cell Sorting)

Aunque las distintas células de un organismo tengan una dotacion genética
idéntica, la carga proteica varia enormemente entre unas y otras. La citometria de flujo
permite diferenciar células en funcion de las proteinas que expresan. Esta técnica
consiste en marcar una suspensién celular con uno o varios fluorocromos. La
suspension se hace circular en forma de gotas microscopicas por un campo de
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deteccidn atravesado por un rayo laser. Este laser incide sobre las células y se dispersa
en funcidén de las caracteristicas Opticas de dichas células, activando también los
fluorocromos con los que estan marcadas. Gracias a sensores especificos se analizan y
cuantifican las poblaciones en estudio en funcidn de sus propiedades fisicas, como el
tamafio (FSC, forward scattered) y la complejidad interna (SSC, side scattered), y del
marcaje realizado.

3h. I. Tincién AnexinaV-7AAD:

Esta doble tincidn se utiliza para cuantificar los niveles de apoptosis y necrosis en
una poblacion celular determinada. La AnexinaV se une con gran afinidad vy
especificidad a la fosfatidilserina, un fosfolipido que se encuentra en |la
hemimembrana interna en células sanas, pero que pasa a la hemimembrana externa a
medida que la apoptosis progresa. Asi, la AnexinaV sélo se unird a las células
apoptoticas, ya que solo estas células tienen la fosfatidilserina accesible. Por otro lado,
el 7AAD es un compuesto intercalante que se une al DNA, pero sdlo es capaz de
penetrar en las células que tienen la membrana rota, ya sea porque estan en fase de
apoptosis avanzada o porque estan en proceso de muerte por necrosis. Asi, las células
en apoptosis temprana estaran tefiidas con AnexinaV pero no con 7AAD, porque su
membrana todavia estd intacta. Las células en apoptosis avanzada seran positivas para
los dos marcajes, ya que tienen la membrana rota y el 7AAD ha penetrado. Las células
necréticas, en cambio, se marcaran sélo con 7AAD.

Las células se lavaron una vez con PBS para eliminar los restos de medio de cultivo
y, a continuacidn, se lavaron una vez con Binding buffer para asegurar una
.z 2 . o .z .
concentracion de Ca“* suficiente para la unién de la AnexinaV.

10mM HEPES/NaOH pH 7.4
140mM NacCl
2.5mM CacCl,

A continuacion, las células se resuspendieron en 100ul de Binding buffer y se
marcaron con 0.7ul de AnexinaV y 1pl de 7AAD durante 15min a RT en oscuridad.
Antes de pasar las células por el citdmetro de flujo se afiadieron 400ul de Binding
buffer.
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1. INTRODUCTION

The p53 protein takes part in many cell processes and it is considered one of the most
important tumor suppressors. Upon cell stress, p53 is activated and stops the malignant
transformation of the damaged cell by inducing cell cycle arrest, senescence or cell death.

It has been recently discovered that p53, independently of its activity as a transcription
factor, can trigger cell death by direct action in the mitochondria (Marchenko, Zaika et al.
2000). Upon certain types of stress, a fraction of cytoplasmic p53 goes to the outer
mitochondrial membrane and interacts with the Bcl-2 family of proteins. p53 inhibits the
antiapoptotic Bcl-2 and Bcl-xL and allows the activation of the proapoptotic Bax and Bak,
who constitute pores in this membrane making it more permeable. Then, some
proapoptotic factors, such as cytochrome ¢, go from the intermembrane space to the
cytoplasm and start caspase activation and apoptotic death. Furthermore, upon oxidative
stress p53 is transported to the mitochondrial matrix, where it binds Cyclophilin D and
triggers the opening of the mitochondrial Permeability Transition Pore. This causes the loss
of the inner mitochondrial membrane potential and the necrotic cell death (Vaseva,
Marchenko et al. 2012).

™M mouse model (from now on, p53ER) carries a p53™ allele, which

The knock-in p53ER
encodes a p53 fusion protein with the hormone-binding domain of the modified estrogen
™M This ER domain only binds 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) and not the

endogenous mouse estrogens (Christophorou, Martin-Zanca et al. 2005). The p53ER protein

receptor ER

is non-functional in the absence of 4-OHT because it is bound to Hsp90. 4-OHT displaces
Hsp90, so the addition of this estrogen causes a conformational change in p53ER rendering
it functional to respond to the appropriate stimuli. Previously in Dr. Martin-Zanca’s group
this p53ER model has been used, in combination with a Scal-BCR-ABLp210 model which
causes chronic myeloid leukemia, to demonstrate that the restoration of p53 function
increases survival of leukemic mice (Velasco-Hernandez, Vicente-Duenas et al. 2013).

2. OBJETIVES

The main purpose of this thesis is to generate and validate a knock-in mouse model
expressing a p53 protein that is directed to mitochondria and is regulatable by 4-OHT. With
this model, we expect to study the importance of p53 activity in the mitochondria,
independently of its activity as a transcription factor.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3a. Generation, by homologous recombination, of the p53mit°ER allele.

This work started with a recombination vector that encodes exons 1 to 6 of p53. Exon 2 was
fused with the sequence encoding the mitochondrial localization peptide of the enzyme
ornithine transcarbamylase. This vector carried in intron 1 the Pac gene (that confers
resistance to puromycin) flanked with FRT sites. The vector was introduced by electroporation

ER . . . .
"ER These cells were selected in medium with puromycin.

in heterozygous mouse ES cells, p53
330 colonies of resistant cells were harvested and we checked by Southern blot, using a probe
that was external to the vector, which colonies had integrated the vector by homologous
recombination. We also checked by Southern blot, using a probe that was internal to the

wt/mitoER

vector, how many times had each clone integrated the vector. Six p53 clones had been

obtained and all of them had a single homologous recombination of the vector. Next, we

wt/mitoER

checked among the p53 clones the presence of aneuploidies by chromosome staining

with Giemsa. Besides, we checked by Southern blot the integrity of the 5’ region of the
p53™°FR allele, using a probe corresponding to this region. The most appropriate p53"Y™®
clone was injected in mouse blastocytes. The chimeric blastocytes were inserted in the uterus

of pseudopregnant female mice and we obtained two chimeric male mice.
3b. Generation of the p53mitoER colony.

We crossed our chimeric mice with mice expressing the flipase enzyme. This enzyme
recombined the FRT sites and removed the Pac gene from the genome of the offspring. By
crossing p53‘”t/mit°ER mice without the Pac gene we got a colony of mice of the three possible

genotypES: p53wt/wt' p53wt/mitoER and p53mitoER/mitoER.

3c. Study of the transcriptional activity and subcellular localization of the p53mitoER
protein.

p53/ER and p53miteER/MitER \jEES (Mouse Embryonic Fibroblasts) were treated with 4-OHT or
vehicle and were gamma-irradiated. After RNA isolation and conversion to cDNA, we
performed a qPCR that showed that, in the p53ER/ER
targets had increased. This increase did not occur in p53

cells, the mRNA levels of the typical p53
mitoER/mitoER - o||s. This result suggests

that the p53mitoER protein lacks transcriptional activity, as we had expected.

In order to check the subcellular localization of the p53mitoER protein, we performed an
immunofluorescence staining of MEFs that had been treated with 4-OHT or vehicle. Anti-p53
and anti-Ciclophilin D antibodies were used. We observed that the p53ER protein was located
in the nucleus and in the cytoplasm, both with and without 4-OHT. Meanwhile, the p53mitoER
was never located in the nucleus and it colocalized with Ciclophilin D both with and without 4-
OHT. We also performed cell fractionation and we observed that the p53mitoER protein was
more abundant in isolated mitochondria than the p53ER protein.
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3d.The p53mitoER protein is not functional in the absence of 4-OHT.

To further validate the p53mitoER model, the p53mitoER protein had to lack any activity in
the absence of 4-OHT. We studied the survival of untreated mice of the three genotypes and
observed that the p53mitoER/mitoER wUmitoER 5nd the

p53Wt/Wt mice. Moreover, the p53 mice had a similar survival than the p53'/' mice and

mice had a shorter lifespan than the p53
mitoER/mitoER
developed the same spectrum of tumors, which consisted mainly of sarcomas and thymic
lymphomas.

1004 p53wt/wt

p53wt/mitoER

e p53mitoER/mitoER
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Survival of untreated mice of the p53mitoER colony. p53"Y*, n=50. p53"/MwER n-107.
p53mitoER/mitoER n:53.

3d.In vitro study of p53mitoER protein activity.

To study whether the p53mitoER protein is capable of inducing cell cycle arrest we
performed an experiment in which p53™% p53"¥" and p53MteER/miER \EFS were subjected to
serial passages in the presence or absence of 4-OHT. After a few passages, all the p53’»Wt/Wt
MEFs and the p53ER/ER MEFs treated with 4-OHT underwent cell cycle arrest. On the other
hand, the p53ER/ER MEFs treated with vehicle, which did not have a functional p53 protein,
continued dividing passage after passage. The p53™ /MR calls both with and without 4-

OHT did not arrest their cell cycle, either.
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Cell division ability in MEFs subject to serial passages.

We also treated MEFs with Nutlin-3a in the presence or absence of 4-OHT, to see if the

ER/ER

p53mitoER protein could trigger senescence. We observed that p53 MEFs with a functional

p53 protein (that is, treated with 4-OHT) entered senescence when Nutlin-3a was added to the

mitoER/mitoER

culture. The p53 MEFs did not behave in the same way, as they conserved a normal
morphology and they did not show Senescence-Associated-B-galactosidase activity, regardless

of the treatment with 4-OHT and Nutlin-3a.

In this two experiments, the p53ER/ER

MEFs that entered cell cycle arrest and senescence
also showed an increase in their p21 levels. We concluded that the p53™©E*/™ R MEFs could
not respond to these kinds of stress because the p53mitoER protein has no activity as a

transcription factor.

It has been shown that primary thymocytes, when irradiated with gamma radiation, they
enter a p53-dependent apoptosis. Also, concomitant to this cell death, a fraction of p53 goes
to mitochondria (Mihara, Erster et al. 2003). We gamma-irradiated p53%%/ = and p53m/toER/mitoER
primary thymocytes that had been treated with 4-OHT or vehicle. The 4-OHT-treated and
irradiated p53ER/ER
The p53™tER/MER +hyumocytes, on the other hand, showed low levels of apoptosis regardless of

cells reached high levels of apoptosis, as we could see by Annexin V staining.

the treatment and radiation. We also checked the amount of HMGB1 protein that these cells
had released to the culture medium, as this is a way to study the levels of necrotic death.
Again, the p53ER/ER thymocytes, when irradiated and treated with 4-OHT, released more
HMGB1 and thus had higher levels of necrosis than the p53™©ER/M©R +hymocytes treated in
the same way. When p53 ™% and p53™ER/miteER pMEES were treated with H,0; in the presence
or absence of 4-OHT we obtained the same result: oxidative stress did not induce necrotic cell
death in p53™ER/MER cais even in the presence of 4-OHT.
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3e.In vivo study of p53mitoER protein activity.

In order to test the ability of the p53mitoER protein to induce apoptosis in vivo, we treated
with tamoxifen and then gamma-irradiated p53t® and p53™©ER/MER mice. In parallel we

wt/wt

gamma-irradiated p53 mice. Then, we performed TUNEL staining of their radiosensitive

tissues. Both the p53ER/ER and the p53‘”t/Wt mice showed apoptotic cells in thymus and spleen;
unlike the p53M©ER/MioER mice whose tissues had much lower levels of apoptosis.

p53wi/wt pS3ER/ER +TX p53MitoER/mitoER 4 TY

BAZO

TIMO

TUNEL staining of radiosensitive tissues. Representative microphotographs (63X).

We studied the tumor suppressor activity of the p53mitoER protein in two contexts: first,

the spontaneous tumors that the p53MCER/mitoER

leukemia that the Scal-BCR-ABLp210 mice develop. For this second approach, we generated a
mitoER

mice develop; and second, the chronic myeloid

mouse colony harboring both the p53 allele and the BCR-ABL oncogene. Treatment with

mitoER/mitoER

tamoxifen did not lengthen the survival of p53 mice, and they developed the same
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spectrum of spontaneous tumors. p53™F/MioER. BCR_ABL mice, when treated with tamoxifen,

also developed leukemia at the same age as untreated p53™©EV/mER. BCR_ABL mice.
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Survival of the tamoxifen-treated or vehicle-treated mice of the p53mitoER colony. p53""* +TX,
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+TX, n= 16. p53M=MR L OIL, n= 14,

3f. Exploring the causes of the absence of p53mitoER activation.

All previous experiments have shown that the p53mitoER protein lacks the ability of
inducing cell cycle arrest, senescence, apoptosis or necrosis, even after the treatment with
tamoxifen or 4-OHT. We checked the sequence of the exons and ER domain in the p53™©®

allele and we confirmed the absence of mutations in this allele.

Next, we considered the possibility that the p53mitoER protein might not be accessible to
4-OHT due to its subcellular localization. The ER fusion proteins remain inactive in basal
conditions because they are bound to Hsp90. When 4-OHT is added, it takes the place of
Hsp90 allowing the activation of the fusion protein. Maybe p53mitoER is bound to a
mitochondrial chaperone instead of Hsp90. If this was the case, the interaction between
p53mitoER and the mitochondrial chaperone might be of a strength that 4-OHT was not
capable of disrupting the complex. By performing coimmunoprecipitation experiments, we
have observed an association between Hsp90 and p53ER and not between Hsp90 and
p53mitoER.

Nowadays, we are designing experiments to determine which mitochondrial chaperone is
bound to p53mitoER in basal conditions; and also to test the ability of 4-OHT to enter the
mitochondria through the outer and inner membranes.
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ANEXO I: Reactivos utilizados en este trabajo de tesis

o Aceite de cacahuete (Sigma, P2144)

e Acetato de sodio (Merck, 1-06236)

e Acido citrico (Panreac, 131018)

e Acrilamida (BioRad, 151-0156)

e Anexina-FITC (Abcam, ab14082)

o Anti-ARF (Santa Cruz Biotechnologies, sc-32748)
e Anti-Ciclofilina D (Calbiochem, AP1035)

e Anti-GAPDH (Sigma, G8795)

e Anti-HMGB1 (Abcam, ab18256)

e Anti-Hsp90 (Santa Cruz Biotechnologies, sc-7947)
e Anti-Mdm2 (Abcam, ab16895)

e Anti-mouse (BioRad, 170-6516)

¢ Anti-mouse-Alexa568 (Invitrogen, A11031)

e Anti-p21 (BD Pharmingen, 556431)

e Anti-p53 (Novocastra, NCL-p53-CM5p)

e Anti-p53 acoplado a agarosa (Santa Cruz Biotechnologies, sc-6243)
e Anti-p53 fosforilado en Ser15 (Cell signaling, 92845S)
e Anti-rabbit (BioRad, 170-6515)

e Anti-rabbit-Alexa488 (Invitrogen, A11008)

e Anti-Ras (Calbiochem, OP40)

e Anti-VDAC (Calbiochem, PC548)

¢ APS (BioRad, 161-0700)

o Bglll (Fermentas, ER0082)

e B-mercaptoetanol para cultivos celulares (Sigma M7522)
o B-mercaptoetanol para Western blot (BioRad, 161-0710)
e Bromophenol blue (Sigma, B8026)

® BSA (Sigma, A7030)

® BSA Fraccidon V (Sigma, A9647)

e Bsu36l (New England Biolabs, R0524)

o Buffer D (Promega, RO04A)

e Buffer E (Promega, ROO5A)

e Buffer J (Promega, RO09A)

o Buffer O (Fermentas, OR5)

e Buffer R (Fermentas, BR5)

o Buffer 2 (New England Biolabs, B7002S)

o Ciprofloxacino (KABI)

e Cloroformo (Merck ,1-32950)

e Colchicina (Gibco, 15212-012)

o DAPI (Sigma, D9542)

o DEPC (Sigma, D5758)

¢ DilC1 (Immunostep, MitoStep)
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e DMEM para células ES y timocitos (Gibco, 21969-035)

e DMEM para fibroblastos (Sigma, D6546)

» DMF (Sigma, D4551)

¢ DMSO (Sigma, 154938)

e DNA Amplitools Complex Master Mix (Biotools B&M Labs, 4519)
e DNA de esperma de salmén (Roche, 223 646)

¢ DNAsa (Sigma, D5025)

o dNTPs para PCR (Invitrogen, 10297-018)

o dNTPs para Southern blot (Boehringer, 1 227 049)

¢ DOC (Sigma, D2510)

o DTT (Sigma, D9779)

® EcoRV (Fermentas, ER0301)

o EDTA (Sigma, E5134)

® EGTA (Sigma, E8145)

e Etanol (Merck, 1-00983)

o FBS para células ES (StemCell Technologies, 06952)

® FBS para fibroblastos y timocitos (Lonza, DE14-801F)

e Fenol (Sigma, P1037)

e Ferricianuro potdsico (Sigma, P8131)

e Ferrocianuro potasico (Sigma, P9387)

e Ficoll-Paque® (Amersham, 17-1440-03)

e Formaldehido (Panreac, 252931-1212)

e Formalina para inmunofluorescencia y B-galactosidasa (Sigma, HT5011)
e Fosfato bisddico (Sigma, S5136)

e Giemsa (Merck, 1-09204)

o Glicerol (Merck, 1-04092)

e Glutaraldehido (Sigma, G5882)

e Goat serum (Jackson, 005-000-121)

® G-418 (Gibco, 066-1811)

e HEPES (Sigma, H3375)

e Hexanucledtidos (Pharmacia, 27-2166-01)

e High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, 4387406)

e High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, 11 732 668 001)
e Inhibidores de proteasas (Roche, 05 892 970 001)

e Inhibidores de fosfatasas (Roche, 04 906 845 001)

e In Situ Cell Death Detection Kit (Roche, 11 684 809 910)

o I’SAP PCR cleanup kit (IBIAN Technologies; i05-S100).

e [soamiloalcohol (Merck, 979)

e [sopropanol (Merck, 1-09634)

o KCI (Merck, 1-04933-0500)

e Klenow DNA polimerasa exo- (New England Biolabs, M02125)
o L-Glutamina para células ES (StemCell Technologies, 07100)

e L-Glutamina para fibroblastos y timocitos (Lonza, BE17-605E)
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o LIF (StemCell Technologies, 02740)

e Manitol (Panreac, 142067)

e Metanol (Merck, 1-06009-2511)

e MgCl, (Merck, 1-05833-1000)

e Mitomicina C (Sigma, M0503)

 MOPS (Sigma, M1254)

e NaCl (Merck, 1-06404)

e NaOH (Merck, 1-06462)

o NEA-A (StemCell Technologies, 07600)

® NP40 (Fluka, 74385)

e Nutlin-3 (Calbiochem, 444143)

e Osteosoft® (Millipore, 101728)

e PCR Kit: buffer, MgCl, y SuperHot Taq DNA polimerasa (Bioron, i01-H02)
e Penicilina/Estreptomicina para células ES (StemCell Technologies, 07500)
e Penicilina/Estreptomicina para fibroblastos y timocitos (Lonza, DE17-603E)
e Polybrene (Sigma, 107689)

e Proteinasa K (Roche, 03 115 801 001)

e Puromicina (Calbiochem, 540222)

e Pvul (Promega, R6321)

e Rojo Ponceau (Sigma, P7170)

e Sacl (Promega, R6061)

e Sacarosa (Merck 1-07651)

e Sarcosyl (Sigma, L7414)

® SDS (BioRad, 161-0301)

e Tamoxifén (Sigma, T5648)

e TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, 4369510)
e TEMED (BioRad, 161-0800)

e Tiocianato de guanidina (Fluka, 50990)

e Tripsina para células ES (StemCell Technologies, 07901)
e Tripsina para fibroblastos (Lonza, BE-17-161E)

e Tris base (Analar Normapur, 103156X)

e Tris HCIl (Merck, 6-48317)

e Triton-X100 (Sigma, T8787)

e TrueBlot (eBioscience, 18-8816)

e Trypan blue (Sigma, T8154)

e Tween20 (Sigma, P1379)

e Vectashield® (Vector Laboratories, H-1000)

o X-Gal (Cell Signalling, 9860)

e Yoduro de propidio/RNAsa (Immunostep, PI/RNase)

e 7-AAD (Becton Dickinson, 559925)

® 4-OHT (Sigma, H7904)
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