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1. Resumen.

La proteina supresora de tumores P53 es un factor de transcripcién que induce o reprime
la expresidn de genes blanco vinculados a procesos celulares fundamentales, tales como el ciclo
celular, la apoptosis, y la reparacidn del ADN. Esta bien establecido que en la mitad de los canceres
humanos el gen TP53 se encuentra mutado. De estas mutaciones, el 90% son puntuales y se
localizan principalmente en el dominio de unién al ADN (DBD). Ademas, un nimero importante
(5%) son sindbnimas, no generando un cambio de aminodcido. Este valor es 20 a 100 veces superior
al esperable para mutaciones neutras que no aportan ventajas selectivas a las células
transformadas.

El objetivo general de nuestro grupo de trabajo es entender cudl es el efecto de la
sustitucion de codones sindnimos en la funcion de P53. En este sentido, estudios previos
realizados in silico sugieren que las mutaciones sinébnimas en TP53 depositadas en la base de datos
de IARC (International Agency for Research on Cancer) colocalizan con posibles potenciadores de
splicing ESEs (Exonic Splicing Enhancers) y con codones que codifican para aminodcidos
conservados en P53.

Con el fin de evaluar si las mutaciones sinébnimas afectan la funcién de P53 en tumores
humanos, en el presente trabajo se estudiaron 101 muestras de cancer colorectal (CRC)
almacenadas en el banco de tumores del Hospital de Cancer de San Pablo, Brasil. En ellas se
analizd la secuencia codificante de TP53, y se relacioné con el nivel de P53 en las células
transformadas (medido por inmunohistoquimica) dividiéndose la muestra en dos grupos de
estudio: Con y sin presencia de la proteina. Asimismo, algunos cambios frecuentes sefialados en la
base de datos y dos cambios detectados en el transcurso de este estudio fueron seleccionados
para evaluar su efecto sobre la actividad y la estructura de P53 en dos sistemas eucariotas. En
levaduras se estudio la actividad de transactivacion sobre tres elementos de respuesta, mientras
que en células humanas en cultivo se analizé la produccidn de variantes conformacionales de la
proteina.

El andlisis de la secuencia codificante de TP53 en las muestras tumorales seleccionadas
mostré que las mutaciones en el gen son un evento comun: El 54,5% de las muestras estan
mutadas presentando 40 mutaciones diferentes. El 79,6% de las muestras P53 positivo contienen
alguna mutacion mientras que para el grupo P53 negativo las mismas ascienden a 30,8%. También

es diferente el patrén de mutaciones entre los dos grupos. En el grupo P53 positivo, de las 39



mutaciones detectadas, 38 codifican un cambio de aminoacido y una consiste en una delecién. Por
otro lado, en el grupo P53 negativo se encontraron 7 inserciones/deleciones, 6 mutaciones
puntuales que generan un cambio de aminodacido, 2 ocasionan un cambio sin sentido y la restante
es una mutacién sindnima. Es importante sefalar que 2 deleciones y una insercién pueden ser
explicadas como alteraciones de splicing.

En cuanto a la actividad de transactivacién, los cambios sindnimos detectados en el
analisis previo, 108G>A y 1014C>T, se comportaron como el gen salvaje. Sin embargo, una mezcla
de mutantes sinénimos en los codones codificantes para las Prolinas 151, 152 y 153 presenta
diferencias con respecto a la proteina salvaje, indicando que alguno de los mutantes tendria
efecto sobre la funcion de P53 en levaduras. Por su parte, los estudios con anticuerpos
conformacionales sugieren que los mutantes analizados en células humanas (108G>A, 1014C>T y
cuatro mutantes particulares de la mezcla de mutantes de Prolinas) no presentan cambios
significativos con respecto al patrén de expresion observado para la proteina salvaje.

A modo de conclusidn, podemos sefialar que en este estudio se obtuvo la secuencia
codificante de TP53 de muestras de CRC y se definié el patréon de mutaciones en muestras con y
sin acumulacion de la proteina. Se detectaron tres cambios que podrian ser considerados como
alteraciones del mensajero de TP53. Asimismo, el analisis del efecto de mutaciones sinédnimas
sobre la funcién y estructura de P53 sefialé por un lado, la ausencia de cambios significativos en la
generacidn de variantes conformacionales entre la expresidn de la proteina salvaje y sus mutantes
en células humanas y por otro, la existencia de mutaciones que modifican la actividad de
transactivacion de P53 en levaduras, restando identificarlas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden proporcionar elementos utiles a
futuras investigaciones, y contribuir a una mejor comprension del papel de las mutaciones

sinédnimas de TP53 en la patologia tumoral.



2. Introduccion.

Este trabajo se centrd en la identificacion de mutaciones en TP53 presentes en cancer
colorectal (CRC) y en el estudio del eventual efecto que algunos cambios sinénimos pueden tener
sobre la funcién de la proteina supresora de tumores P53. Dicha proteina es un factor de
transcripcién que regula la expresion de un gran nimero de genes vinculados a vias centrales del

ciclo celular, y que pueden estar afectadas en diferentes tipos de cancer.

2.1. La patologia: Cancer.

La palabra cadncer es un término genérico empleado para describir un grupo de
enfermedades que pueden afectar cualquier parte del organismo en diferentes especies. Otro
término frecuentemente utilizado es “tumor maligno”.

Una caracteristica definitoria de este conjunto de enfermedades es la generacion y
propagacion de células anormales. Estas células tienen la capacidad de proliferar mas de lo
normal, invadir zonas y tejidos sanos, y diseminarse (proceso denominado metastasis),
colonizando regiones distantes al sitio de origen de la primera célula maligna. Este crecimiento
descontrolado de células malignas lleva a la muerte del individuo en mayor o menor tiempo
dependiendo del tipo y origen del cancer .

Este conjunto de enfermedades representa una de las principales causas de muerte en el
mundo. Segln datos de la Organizacion Mundial de la Salud, 7,6 millones de personas fallecieron a
causa de esta patologia en el afio 2008, lo que representa alrededor del 13% de las muertes
reportadas en ese afio. Ademas, se proyecta que este indice alcance los 11 millones de muertes en
el afio 2030 (“World Health Organization,”). Dentro de los diversos tipos de cancer existen algunos
mas frecuentes que explican un alto nimero de los decesos mencionados, los 5 primeros son, en
orden decreciente; cancer de pulmén, de estdmago, de higado, cancer colorectal, y cancer de
mama. En nuestro pais el cancer tiene una alta incidencia y asi lo indican los datos del Ministerio
de Salud Publica; entre los afios 2003 y 2008 el porcentaje de defunciones en Uruguay debidas a la
ocurrencia de algun tipo de cancer representd entre 23,5% y 24,8% (“Ministerio de Salud
Puablica,”), siendo la segunda causa de muerte detras de las enfermedades del aparato circulatorio.

Si bien existe una relacion entre la zona geogréfica, los factores de riesgo a los que estan

expuestos diferentes poblaciones y el acervo genético de las mismas, con la posibilidad de



contraer cancer, la mayoria (70%) de las muertes por cancer esta reportada en los paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo. La falta de recursos destinados a la deteccién tempranay
al tratamiento de las personas enfermas podria explicar el valor reportado (“World Health

Organization,”).

2.1.1. Origen de la enfermedad.

El cancer se origina en una Unica célula que desarrolla una transformacién maligna. La
transformacion de una célula normal en una tumoral es un proceso con multiples pasos que
incluyen la progresién de una lesidon precancerosa a la constitucién de un tumor maligno. Los
cambios que ocurren a la célula a lo largo de este camino son el resultado de la interaccién entre
la informacion genética del individuo y las alteraciones genéticas que va acumulando la célula, con
las siguientes tres categorias de agentes externos: 1- Carcindgenos fisicos, como radiaciones
ultravioletas e ionizantes. 2- Carcindgenos quimicos, como asbestos, componentes del tabaco,
contaminantes de los alimentos (como aflatoxina), y contaminantes del agua (como Arsénico). 3-
Carcindgenos bioldgicos, como infecciones con ciertos virus, bacterias o parasitos. Por otro lado, Ia
incidencia de esta enfermedad aumenta drasticamente con la edad debido a la acumulacién de
errores a lo largo de la vida del individuo, ademas de la pérdida de eficiencia en los mecanismos
celulares de deteccidn y reparacién de los mismos .

Cambios genéticos acumulados son los que llevan al desarrollo de la patologia. En la
mayoria de los canceres se ven afectados genes vinculados a vias celulares importantes, e inducen
las siguientes seis alteraciones esenciales: 1- Autosuficiencia en relacién a la produccién de
factores de crecimiento. 2- Insensibilidad a factores inhibidores del crecimiento. 3- Evasién del
programa de muerte celular programada o apoptosis. 4- Potencial de replicarse sin limites. 5-
Posibilidad de inducir la angiogénesis. 6- Invasiéon de tejidos y metdstasis *. Cada uno de los
cambios fisiolégicos mencionados representa un punto de control celular, de defensa del
organismo contra la estabilizacion de la enfermedad, y el hecho de que sean varios pasos
permitiria explicar por qué el cancer es relativamente “poco frecuente” en una persona joven.

Como fue mencionado anteriormente el cdncer estd asociado a mutaciones en diversos
genes, cuyas funciones estan relacionadas a vias centrales de regulacién como apoptosis,
reparacion del ADN, senescencia, control del ciclo celular, entre otras. Hasta el momento se han

identificado mas de 1000 genes humanos que poseen mutaciones para las que se ha propuesto



una relacidn o posible relacién con la progresién de cancer, aunque solamente en 85 de ellos se
han detectado mutaciones en al menos dos estudios *.

En general, los genes asociados al desarrollo de la patologia se dividen en oncogenes y
genes supresores de tumores. Los primeros derivan de un protooncogén con funcion celular
normal y especifica que al ser afectado por una mutacidon aumenta el nivel de su funcién normal o
adquiere una nueva funcién, en ambos casos con resultados oncogénicos. El segundo grupo estd
compuesto por genes que regulan y controlan procesos celulares normales; son los llamados
genes supresores de tumores. En este Ultimo caso es la pérdida de la funcidn normal por efecto de
alguna mutacién que se asocia con el desarrollo de cancer *. En el caso de los protooncogenes
alcanza con modificar una de las copias del genoma para generar el efecto, mientras que en el
caso de los genes supresores de tumores en general es necesario inactivar ambos alelos del gen de
forma de perder la funcién controladora. Se estima que el 80% de los genes vinculados a algun
tipo de cancer son dominantes, protooncogenes, y siendo suficiente una tnica modificacion °.

La conversion de un gen celular en un gen oncogénico puede resultar de mutaciones
puntuales, por rearreglos que alteran la estructura y funcidn, o por rearreglos y amplificaciones
gue desestabilizan la precisa regulacion génica existente en condiciones normales. La inactivaciéon
de un gen supresor de tumores puede ser consecuencia de mutaciones localizadas, pérdida

completa o parcial del gen o alteraciones epigenéticas que alteren su expresion *.

2.1.2. Cancer colorectal.

El cancer colorectal (CRC) es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo. En promedio es responsable de la muerte de 665.000 personas cada afio, colocandose en
segundo lugar en cuanto a las muertes que origina, y en el tercer puesto en relacion a la incidencia
de cancer °. El CRC es curable cuando es diagnosticado en etapas tempranas, con una tasa de
sobrevida de 5 afos para el 90% de los pacientes a los que se les detecta la patologia en la etapa |
de la enfermedad. La deteccidon temprana es poco frecuente ya que no existen sintomas asociados
en las etapas iniciales y solo ocurre si el paciente se realiza un anélisis de control ®’.

Los factores ambientales y los mecanismos patoldgicos que desencadenan su desarrollo
no estan del todo claros y parecen ser heterogéneos. Algunos agentes que contribuyen al
desarrollo de CRC incluyen la dieta (rica en grasas insaturadas y carnes rojas y consumo excesivo

de alcohol) y el estilo de vida (sedentarismo y actividad fisica reducida) 2. Por el contrario, agentes

capaces de prevenir el desarrollo de CRC podrian ser drogas antiinflamatorias no esteroideas,



estrégenos, calcio, y probablemente algunas estatinas °. Asimismo, exposiciones a muchas otras
sustancias y eventos han sido estudiadas en cuanto a su efecto sobre el riesgo de contraer CRC,
pero en la mayoria de los casos los resultados fueron ambiguos. Todo esto sefiala que los factores
dietarios y ambientales que contribuyen al desarrollo de la patologia no estdn claros, y
adicionalmente en las personas que padecen de la enfermedad, los factores de riesgo son
raramente detectados °.

Por el contrario, existe mayor conocimiento acerca de las modificaciones genéticas
responsables de la predisposicién hereditaria a desarrollar CRC, asi como también de las
mutaciones somaticas en diversos genes responsables de casos de CRC esporadicos °. En general,
al igual que en la mayoria de cénceres, las modificaciones genéticas inducen la alteracion o
ganancia de funcién de un protooncogén, o la supresion parcial o total de la funcidn de algin gen
supresor de tumores *°.

Se estima que aproximadamente 15% de los casos de CRC presentan un componente
hereditario ° y basicamente son atribuidos a dos sindromes; Céncer Colorectal Hereditario No
Polipdsico (HNPCC, Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer, o Sindrome de Lynch) y Poliposis
Adenomatosa Familiar (FAP, Familial Adenomatous Polyposis). Por el contrario, la gran mayoria de
CRC no presenta un componente hereditario y son consecuencia de la ocurrencia de mutaciones
somaticas en diferentes genes. En ambos tipos de CRC el evento principal en el desarrollo de la
patologia es la transicién adenoma-carcinoma, esto quiere decir el momento en que un tumor
epitelial benigno cuya estructura interna es semejante a la de una glandula pasa a ser un tumor
cancerigeno capaz de filtrarse a los tejidos cercanos.

El epitelio intestinal presenta células madre organizadas con diferentes funciones. Dichas
células madre existirian, al menos en ratén, en la base de las criptas 1 Estas se dividen una vez
por dia y sus descendientes se dividen a una tasa mucho mayor y migran por la cripta hasta la zona
media donde adquieren funciones intestinales caracteristicas. Cuando alcanzan la cima de las
vellosidades ingresan en apoptosis y se desprenden hacia la luz del drgano. Se ha propuesto que
las mutaciones (epi)genéticas que llevan al desarrollo de CRC ocurririan en las células madre,
debido a su capacidad de proliferaciéon extendida y su habilidad para diferenciarse y adquirir
funciones especializadas. También se ha propuesto un modelo en que la transformacion ocurre en
la zona media del epitelio y el proceso de displasia ocurre hacia atrds, aunque se cree que la
primera seria la hipétesis correcta ', indicando que el origen del tumor estd restringido a la

transformacion de células ancestrales.
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La variedad de tumores gastrointestinales benignos es grande. Las lesiones localizadas que
emergen de la superficie de la mucosa son llamados pdlipos, y la gran mayoria, particularmente
los pequefios (menos de 5 mm de tamafio), son hiperplasicos, los cuales se cree no son el principal
precursor de CRC. Probablemente, los que si son precursores son los pélipos adenomatosos, o
adenomas. Individuos afectados por sindromes que predisponen a la presencia de adenomas,
como FAP, desarrollan CRC a una edad promedio de entre 30 y 50 afios si no se les extirpa el
organo afectado. De todas formas, sdlo una fracciéon de los adenomas derivan en CRC, lo que
ademas puede suceder en tiempos que varian de afios a décadas. Este sindrome es causado por
mutaciones, germinales o somaticas, del gen supresor de tumores Coli Poliposis Adenomatosa
(APC, Adenomatous Polyposis Coli), y constituye el evento inicial y limitante en la transicion
adenoma-carcinoma >*!, tanto en la mayoria de CRC hereditario como en la mayoria (70-80%) de
los casos de CRC espontaneo.

El gen APC codifica para una proteina de 300 kDa que regula la adhesién celular, la
migracion celular, segregacién cromosodmica, y la apoptosis en la cresta del colon. El rol primordial
de APC en el desarrollo del CRC depende de su capacidad de unirse y regular a la proteina 3-
catenina, a través de las vias de sefalizacion candnicas o no candnicas de Wingless (Wnt). En
ausencia del ligando Wnt, APC se une a la proteina Axina y el complejo promueve la fosforilacién
secuencial de residuos de Ser y Thr de la regidon N-terminal de B-catenina por Casein quinasa 1y
Glicogeno sintasa quinasa 3 (GSK3[B). Asi, sefialan a [-catenina como un sustrato de
poliubiquitinacion y posterior degradacion por la via del proteosoma. En condiciones fisiolégicas la
presencia del ligando Wnt inhibe las quinasas estabilizando la vida media de [B-catenina en el
citoplasma vy en el nucleo.

En los casos en que APC esta inactivado ocurre una acumulacién de P-catenina en el
citoplasma. En estas condiciones se ve favorecida la formacién de complejos de -catenina con
proteinas de unién al ADN de la familia TCF/TLF (familia de factores potenciadores de linfocitos T),
y la posterior migracion al nucleo donde favorecerad la activacidon de la expresion de diversos genes
por los factores TCF/TLF. Dentro de los genes regulados por estos factores se encuentran
protooncogenes (CMYC y cliclina D1), factores de membrana (MMP-7, MT1-MMP, laminina 5)2),
factores de crecimiento (FGF20 y FGF9), y reguladores de la via de Wnt, cuya expresién irregular
puede derivar en la desregulacién de la célula. En los casos de CRC donde no hay inactivacion de
APC, han sido detectadas modificaciones en otros genes que modifican la via de sefializacién de

Whnt.
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La ocurrencia de CRC no dependiente de APC implica que existe una modificacidn inicial en
otros factores. En el caso de CRC hereditario denominado HNPCC, la mutacién germinal iniciadora
del proceso afecta algunos de los genes reparadores de falsos apareamientos (mismatch) MSH2 o
MLH1, que inducen la acumulacién de errores en diversos genes, conduciendo asi la transicion por
los diferentes estadios de la enfermedad. Modificaciones de estos genes también han sido
detectadas en casos de CRC esporadico °.

Otros sindromes pueden derivar en CRC y dependen de la presencia de mutaciones
germinales en genes especificos. La modificacion de los genes SMAD4 o BMPR1A implicados en la
via de sefializacion del factor de crecimiento transformante TGF-B esta relacionada con la
aparicion de un sindrome hereditario que en el 60% de los casos deriva en CRC, y se denomina
Sindrome de Poliposis Juvenil (JPS). El Sindrome de Peutz-Jeghers (PJS) se caracteriza por la
aparicion de Pdlipos hamartomatosos en el intestino delgado, colon, recto, y estdmago, asi como
también por deposiciones de melanina mucocutadnea. Esto genera un aumento en la incidencia de
polipos adenomatosos en todo el tracto gastrointestinal, y genera una predisposicién al desarrollo
de CRC en estos pacientes. Este fenotipo se debe fundamentalmente a la ocurrencia de
mutaciones sobre el gen supresor de tumores LKBI1, cuya inactivacién origina una mayor
activacion de la via de mTOR. Por otro lado, mutaciones germinales en el gen MYH vinculado a la
reparacion del ADN por escisién originan el sindrome denominado MAP (MYH-Associated
Polyposis Syndrome). Este sindrome es la causa de algunos casos de CRC y es consecuencia del
aumento de la frecuencia de transversiones producto de la falla del mecanismo de reparacioén.

En muchos casos de CRC, ya sean hereditarios o esporadicos, existe una pérdida de
funcién de P53. Esta es consecuencia de mutaciones somaticas o del mecanismo denominado
pérdida de heterocigosidad (LOH, de Loss of Heterozygosity). EIl mecanismo de LOH del “locus”
17p, donde se encuentra codificado TP53, esta reportado para el 70% de los casos de CRC y en
general impide la expresion del alelo normal de la proteina. La pérdida del control sobre
importantes “checkpoints” de la célula en G1/S y G2/M, de la capacidad de promocion de la
apoptosis y de la capacidad de inhibicion de la angiogénesis ejercidos por P53 constituyen un
evento seleccionado en la progresion de la enfermedad. La pérdida de estas funciones juega un rol
preponderante en la transicion adenoma-carcinoma, permitiendo que las células se tornen
malignas, presenten un crecimiento continuo y adquieran capacidades invasivas.

La aparicion de CRC esporadico también se ha visto asociada a otros genes, algunos de los

cuales se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Genes mutados frecuentemente en CRC esporadico. Se muestran oncogenes y genes supresores de

tumores, el tipo de mutacidn que presenten en general, la frecuencia estimada de casos de CRC en que

aparecen modificados y los procesos celulares a los que se encuentran vinculados. Indels: Inserciones y

deleciones que generan un cambio del marco de lectura. LOH: Pérdida de heterocigosidad. Modificado de

Fearon E. R. Molecular Genetics of Colorectal Cancer. 2011 Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 6 479-507 °.

Gen Tipo de mutacién Frecuencia estimada Vinculado a

Oncogenes

KRAS Puntuales 40% Transduccidn de sefiales

NRAS Puntuales <5% Transduccidn de sefiales

PIK3CA Puntuales 15-25% Proliferacidn y migracion celular, trafico vesicular

BRAF Puntuales 5-10% Transduccién de seiales, proliferacion celular

EGFR Amplificacion génica 5.15% Transduccién de seiales, sintesis de ADN, proliferacion,
migracién y adhesion celular

CDK8 Amplificacién génica 10-15% Ciclo celular

cmMYC Amplificacidn génica 5-10% Factor de transcripcion, proliferacion celular, apoptosis

CCNE1 Amplificacidn génica 5% Ciclo celular

CTNNB1 Puntuales, deleciones <5% Adhesidn celular

NEU (HER2)  Amplificacién génica <5% Transduccién de seiales, sintesis de ADN, proliferacion,
migracién y adhesion celular

MYB Amplificacion génica <5% Factor de transcripcion, hematopoiesis

Supresores de tumores

7P53 Puntuales, LOH 60-70% Factor de transcripcion, reparacion de ADN, apoptosis,
ciclo celular

APC Indels, puntuales, LOH 70-80% Divisidn, migracién, adhesion celular

FBXW?7 Puntuales, deleciones 20% E3 ubiquitin ligasa, degradacién de proteinas

PTEN Puntuales, deleciones 10% Ciclo celular

SMAD4 Puntuales, LOH 10-15% Transduccién de seiales

SMAD2 Puntuales, deleciones, LOH 5-10% Transduccion de sefiales

SMAD3 Puntuales, deleciones 5% Transduccién de seiales

TGFpIIR Indels, puntuales 10-15% Adhesién celular

TCF7L2 Indels, puntuales 5% Factor de transcripcion

ACVR2 Indels 10% Transduccidn de sefiales

Bax Indels 5% Apoptosis

2.2. Las moléculas efectoras de la célula: Las proteinas.

La palabra “proteina” deriva de la palabra griega mpwrteioc ("proteios") que significa

primario o primordial, o también relativo al dios Proteo de donde derivan las anteriores, debido a

la cantidad de formas que podria adoptar para evitar tener que predecir el futuro.

Las proteinas son biomoléculas constituidas por cadenas lineales de aminodcidos.

Representan las macromoléculas mas abundantes y estan presentes en todas las células y en todas

las partes de éstas, y presentan una gran diversidad, de alli el nombre. Constituyen los productos
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finales mas importantes de las rutas de informacidn a través de los que se expresa la informacion
genética y son quienes llevan a cabo una inmensa diversidad de funciones imprescindibles para la
célula.

Un péptido lineal de aminodcidos no presenta actividad. Esta depende de una estructura
particular caracteristica. Sin embargo, la estructura primaria es clave para alcanzar Ia
conformacion tridimensional nativa, la que se logra con diferentes combinaciones de aminoacidos
que poseen propiedades fisicoquimicas particulares dependiendo de la cadena lateral que
contengan. La ubicacidn y el entorno en el que se encuentra cada uno de los aminodacidos
definiran la estructura local (secundaria), que afectard la conformacidn global y la funcién que
podra adoptar esa molécula. El proceso de maduracién hasta alcanzar una conformacion estable
tridimensional no es trivial, y en la mayoria de los casos depende de diversos factores como se

describe a continuacion.

2.2.1. Plegamiento de proteinas en la célula.

La observacion realizada por Christian Anfinsen y colaboradores ** en la década del 50
acerca del plegamiento in vitro de la ribonucleasa pancredtica luego de desnaturalizarla, sugeria
fuertemente la idea de que la secuencia aminoacidica de un polipéptido contiene la informacién
necesaria y suficiente para especificar y guiar la produccidn de su Unica estructura tridimensional
funcional. Hoy en dia es aceptado que la realidad es mas compleja, y que existen otros factores
que afectan este proceso en la célula.

La probabilidad que tiene una proteina de plegarse sobre si misma sin “ayuda”,
dependiendo de los movimientos azarosos que sus diferentes enlaces le permitan realizar resulta
casi nula para la mayoria *. Sin embargo, existen proteinas pequefias y generalmente globulares
capaces de alcanzar un estado estable (con un minimo de energia libre) de forma espontdnea
como lo demostrd originalmente Anfinsen y colaboradores *.

Por el contrario, para proteinas grandes y complejas, con mdas de un dominio, o
multiméricas, alcanzar el estado nativo a través del ensayo y error de diferentes estructuras
tridimensionales es inviable y requeriria millones de afios . Esta observacién constituye la
paradoja de Levinthal, que postula que de gobernar el azar en el plegamiento de proteinas seria
imposible pensar en la vida tal cual la conocemos hoy.

Los mecanismos implicados en el plegamiento in vivo de proteinas son aun conocidos en

forma parcial. La célula cuenta con sistemas muy conservados para facilitar el plegamiento, para
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evitar la formacidn de agregados y también para eliminar proteinas mal plegadas **

. A pesar de
ello, y por razones aun no bien establecidas, se producen y acumulan proteinas mal plegadas
como las que se observan en ciertas enfermedades conformacionales (Fenilcetonuria, enfermedad
de Parkinson, entre otras).

Los sistemas mencionados arriba refieren a la existencia de las chaperonas moleculares. Se
trata de proteinas que interaccionan, estabilizan, “ayudan” a otras proteinas a adquirir su
conformacién nativa, reduciendo el riesgo de agregacién, que no permanecen en la estructura
final junto a la proteina blanco *’.

La agregacion de las proteinas es un fendmeno altamente favorecido en sistemas donde

existe una alta concentracién de moléculas como es la célula **,

Dentro del conjunto de
chaperonas, se destacan las denominadas “Heat-Shock Proteins”-70 (Hsps70s) y las chaperoninas
Hsps60s.

El blanco de las chaperonas son proteinas desnaturalizadas o parcialmente
desnaturalizadas que exponen residuos aminoacidicos hidroféobicos, que normalmente se
encuentran en el interior de la molécula. Las chaperonas se unen de forma reversible a los
péptidos, y la reversibilidad de la unién es un aspecto importante en el proceso, ya que las
regiones hidrofébicas son también importantes para guiar el nuevo proceso de plegamiento ’.

Existen otros mecanismos en los que las chaperonas participan: Ademas del plegamiento
de novo y el plegamiento de proteinas desnaturalizadas, éstas participan en la formacién de
oligdmeros, transporte intracelular de proteinas, y asistencia en degradacién de péptidos .

Existen numerosas clases de chaperonas y no existe relacién entre sus estructuras. Sin
embargo, muchas de ellas son conocidas como proteinas de estrés o heat shock, ya que su
expresion aumenta en condiciones de estrés celular donde la probabilidad de agregacién de
proteinas es mayor. En general se clasifican de acuerdo a su masa molecular, Hsps 40, 60, 70, 90,
100 y las llamadas Hsps pequeiias. Todas ellas tienen la capacidad de prevenir la agregacion pero
solo algunas de las Hsp100 pueden disociar los agregados activamente e inducir un nuevo ciclo de
plegamiento o degradacion.

Las chaperonas que actuan en el citoplasma se pueden dividir en dos tipos: Aquellas que
estabilizan el péptido naciente en el ribosoma y se encargan de los pasos iniciales del plegamiento,
y aquellos componentes que actian en pasos posteriores finalizando el proceso. Las primeras
establecen intimo contacto con el ribosoma de forma de ensamblarse sobre los aminodcidos de

péptidos nacientes previniendo la temprana compactacién de la cadena y manteniéndolos de
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forma no agregada hasta que exista suficiente informacidén estructural para llevar a cabo los
primeros pasos del plegamiento, como es el caso de Hsp70 especializada RAC (Ribosome-
Associated Complex). El segundo grupo de chaperonas no se unen al ribosoma y trabajan sobre
péptidos nacientes mas largos, de forma co o posttraduccional en ciclos concatenados guiados por
ATP. El proceso de plegamiento cotraduccional evita el contacto prematuro y erréneo entre
dominios, lo que constituye un mecanismo esencial para la correcta constitucion de proteinas
multidominio . Dentro de este grupo, las Hsps70 son las organizadoras centrales de la red de
chaperonas y distribuyen diferentes proteinas hacia las diferentes chaperonas que actlan a
continuacién, como las chaperoninas (Hsp60s) (o el sistema GroEL en bacterias) y Hsp90.

El mecanismo de accidn de cada uno de los grupos es diferente. Mientras el grupo de
proteinas unidas al ribosoma actta uniéndose y disocidndose reiteradas veces dependiendo de la
hidrélisis de ATP y favoreciendo la adopcion de diferentes conformaciones, las chaperoninas y
Hsp10 asociadas a la mitocondria, cloroplasto o en el citoplasma de células procariotas, forman
una cavidad en donde la proteina queda libre de plegarse durante unos segundos. Proteinas
mayores al tamafio maximo de la mencionada cavidad son rescatadas por las proteinas Hsp70s de
la forma descrita anteriormente .

Mas recientemente se ha detectado que ademds de su funcién cldsica en la sintesis de
proteinas, los ribosomas eucariotas y procariotas estan implicados en el plegamiento de proteinas
de una forma independiente del proceso de traduccién. Esta actividad que recibe el nombre de
PFAR (de Protein Folding Activity of the Ribosome) depende del dominio V del ARNr mayor de la
subunidad mayor del ribosoma (23S en bacteria, 25S en levadura, y 28S en eucariotas superiores).
Este dominio posee la actividad peptidil transferasa del ribosoma. La PFAR también ha sido
observada en ensayos in vitro, en donde ribosomas procariotas y eucariotas participan en el
plegamiento de sustratos desnaturalizados. Esta observacion sugiere que el ribosoma posee la
actividad chaperona de forma intrinseca, y que la misma es independiente de la actividad de
sintesis "°,

El mapeo de PFAR en una regidn particular del ribosoma abre la puerta a varias
aplicaciones biomédicas e industriales. En cuanto a la primera, una gran busqueda en bibliotecas
de sustancias quimicas permitié el aislamiento de drogas que afectan especificamente la actividad
chaperona del ribosoma, sin modificar el proceso de traduccién. Estas nuevas sustancias

interaccionan con el dominio V del ARNr mayor de la subunidad mayor del ribosoma, y ejercen un
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efecto sobre la formacion de priones de levaduras y humanos tanto en sistemas in vivo e in vitro
21

Un creciente nimero de enfermedades estan relacionadas al incorrecto plegamiento de
proteinas, las que escapan al control ejercido por parte de la chaperonas y los controles de calidad
de la célula. En muchos desérdenes las proteinas adquieren una nueva funcién téxica, como en el

caso de Alzheimer, Parkinson, Huntington, asi como las enfermedades pridnicas *’.

2.2.2. Sistemas de control de calidad de proteinas.

Los sistemas de chaperonas presentados anteriormente junto con los sistemas de
proteasas implicados en la degradacidon de proteinas constituyen en conjunto los sistemas de
control de calidad de proteinas celulares.

Las proteasas del citosol implicadas en este sistema, cuyo representante mas importante
es el proteosoma, presenta una estructura particular que forma una cavidad en donde se
encuentra la actividad proteolitica, y donde las proteinas correctamente plegadas no pueden
acceder.

La degradacién de proteinas depende de la desnaturalizacién de la misma previo ingreso al
proteosoma. Para eso se requiere la funcién de las chaperonas que contienen los dominios AAA"
que poseen actividad ATPasa y son capaces de desplegar péptidos mal plegados **. Ademds, debe
existir una sefial que indique que la proteina debe ser degradada, lo que viene dado por el sistema
de ubiquitinacién. La ubiquitina es una pequefia proteina de 76 aminoacidos que es unida
covalentemente a los péptidos a degradar, pero también es empleada para sefializar otros
destinos, como remocién de la membrana o secuestro en el citoplasma.

La falla en los sistemas de control para detectar y degradar proteinas mal plegadas puede
inducir la formacién de agregados proteicos. Estos pueden estar localizados en un unico punto
cercano al nucleo definiendo una estructura globular denominada “agregosoma”, o pueden ser
mondmeros y oligdmeros solubles capaces de precipitar formando extensas fibras amiloides con
forma de tubos gracias a la presencia de estructuras secundarias de hojas-§  Ha sido reportado
que el incremento de expresién de las Hsps in vitro y en levaduras induce una disminucién de la
formacién de fibras amiloides, originando la formacién de agregados amorfos solubles en
detergentes 2.

En el caso de la enfermedad Fenilcetonuria (PKU, Phenylketonuria) existe un cambio

aminoacidico en la proteina Fenilalanina Hidroxilasa (PAH) lejos del sitio activo de la enzima que
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induce una alteracion del plegamiento, favoreciendo en algunos casos su agregacién. La deteccidn
de esta proteina mal formada promueve su rapida degradacion, lo que pone de manifiesto el
fenotipo de la enfermedad por pérdida de la funcién enzimatica. En estudios de expresién de PAH
con mutaciones que promueven la agregacién de la proteina se ha visto que es posible recuperar
la actividad de la enzima al aumentar los niveles de chaperonas o al bajar la temperatura en
Escherichia coli o cultivos de células COS, respectivamente, favoreciendo el correcto plegamiento
24.

Ademas de la Fenilcetonuria descrita anteriormente, otras patologias vinculadas a la
agregacion de proteinas en citoplasma celular son: Epidermdlisis Bullosa Simple, Miopatia por
Desmina, Parkinson, Esclerosis Lateral Amiotréfica, asociadas a mutaciones o aumento de
expresion de las proteinas queratina 5 y 14 '*, Hsp oB-Cristalina *°, a-sinucleina **, Cu, Zn
Superéxido Dismutasa (SOD1) *°.

En el Reticulo Endoplasmatico (RE) también existen sistemas de control de calidad, como
chaperonas especializadas y enzimas para el plegamiento (BiP, Calnexina, Calreticulina, Proteina
disulfuro isomerasa, entre otras) que forman parte del denominado proceso de degradacién de
proteinas ERAD (ER-associated degradation). Modificaciones en la actividad de estos sistemas
también puede permitir la formacidon de agregados proteicos y el desarrollo de enfermedades
conformacionales como es el caso de la Fibrosis Quistica, causada por mutaciones en un canal de
cloro codificado por el gen regulador de la transmitancia de membrana de fibrosis quistica (CFTR,
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) ™.

En la mitocondria también pueden ocurrir errores en los mecanismos de control y
plegamiento de proteinas que conducen a patologias como la Paraplejia Espastica Hereditaria,
asociada a mutaciones en dos genes que codifican proteinas componentes de los sistemas de
control de la mitocondria; Paraplegina, una subunidad de la proteasa de membrana con dominio

14
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AAA", y Hsp60, una chaperona de matriz mitocondrial **. Un esquema del funcionamiento de los

sistemas de control de calidad de proteinas en la célula se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Sistemas de control de calidad de proteinas de la célula. Se indican los posibles destinos de un
péptido recién sintetizado y los actores vinculados en cada via, sefialando el tipo de chaperonas implicadas.
Tomado de Gregersen N., Bross, P., Vang, S. and Christensen, J. H. Protein Misfolding and Human Disease.

2006 Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 7 103-124 ™.

2.3. Efecto del uso de diferentes codones sinénimos en el plegamiento in vivo de proteinas.
Nuestro laboratorio esta interesado en comprender de qué manera el contexto celular, la
magquinaria de traduccién y la secuencia misma del ARNm pueden afectar el plegamiento de
proteinas. En particular, nos interesa comprender cudl es la contribucién de estos factores en la
conformacién de proteinas de una determinada secuencia aminoacidica, asociadas al hecho de
que la cinética de la traduccién podria tener implicancias en el plegamiento de una proteina dada.
En relacién a la maquinaria de traduccién y a la secuencia codificante de la proteina,
estudiamos cual es el efecto del uso de diferentes codones sindnimos (aquellos que codifican para
un mismo aminoacido) en la estructura y funcion de la proteina. El uso diferencial de los mismos
podria constituir un modulador de la cinética traduccional local afectando la velocidad de
desplazamiento del ribosoma, y permitiendo el plegamiento independiente de sucesivos dominios

proteicos.
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La hipdtesis que postula que la cinética traduccional podria afectar el plegamiento de
proteinas esta basada en algunas caracteristicas del proceso de sintesis de los péptidos. En primer
lugar, el plegamiento en la célula ocurre mayormente de forma simultanea a la sintesis proteica,
de forma que es un proceso cotraduccional. Ademas, la sintesis proteica no transcurre a velocidad
constante sino que presenta pausas intermedias que la vuelven discontinua. Finalmente, el uso de
codones sindnimos vy la disponibilidad de sus ARNt complementarios pueden modificar la cinética
traduccional y favorecer el plegamiento alternativo de un mismo péptido *°.

Existen varias confirmaciones acerca de la simultaneidad del proceso de traduccion y
plegamiento de las proteinas. En primer lugar se ve apoyado por el hecho de que la biosintesis es
un proceso vectorial, desde el extremo amino al carboxilo. Ademads, existen reportes en los que
péptidos que estan siendo sintetizados presentan estructuras particulares en las regiones que
abandonaron el ribosoma. Esto ha sido detectado en algunos ejemplos en que el extremo amino
terminal de un péptido adquiere una actividad bioldgica medible, lo que estd asociado a la
obtencién de su conformacién nativa %/, o mediante el uso de anticuerpos conformacionales para
epitopes constituidos en el extremo amino terminal de la molécula, cuando el resto del péptido
permanece unido al ribosoma .

El movimiento del ribosoma sobre el ARNm puede presentar pausas, resultando en un
proceso discontinuo. Estas pausas pueden estar determinadas por la presencia de estructuras
secundarias en el ARN, la utilizacién diferencial de codones sindnimos, y la interaccion entre el
péptido naciente y el ribosoma *°.

La secuencia del ARNm y la concentracion de los ARNt podrian afectar la velocidad local de
traduccioén, la primera modulandola de acuerdo a la utilizacién de codones sindnimos, y la segunda
dependiendo de la disponibilidad celular de cada ARNt. En este contexto, aquellos codones
raramente utilizados (o lentos) tenderian a disminuir la velocidad del ribosoma debido a que la
concentracién del ARNt complementario es baja, y por tanto el encuentro del mismo en el
ambiente requerird mas tiempo. En el caso de los codones frecuentemente utilizados (rapidos), los
ARNt complementarios se encuentran en una concentracién mayor, de forma que el
reconocimiento del coddn requerird un tiempo menor. La definicién de lento o rdpido para un
coddn varia entre las especies.

El sesgo en la utilizacion de codones sindnimos depende de diversos factores como
seleccidn hacia una traduccidon mas rapida y eficiente, funcién del gen, tamafo del gen y contexto

en el que se encuentra, composicién GC del genoma, sesgo en la ocurrencia de mutaciones en las
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hebras de ADN, conservacion aminoacidica, hidrofobicidad de la proteina, y estructura y
estabilidad del ARN *°.

En E. coli se ha reportado un importante sesgo en el uso de codones, particularmente en
los genes de alta expresion. Esta observacidn refleja dos caracteristicas acerca de la poblacién de
ARNt de la célula. En primer lugar, varios aminoacidos son unidos por mds de una especie de ARNt
con diferentes anticodones, y los codones traducidos por los ARNt mds abundantes son los que
seran preferentemente utilizados en genes de alta expresién. En segundo lugar, y dependiendo de
la degeneracion del cddigo genético, algunos ARNt pueden traducir mds de un codén pero con
habilidad diferente, siendo el codén mejor reconocido por el anticodén el mas utilizado en genes
de alta expresidon. Por tanto, conocer las caracteristicas de la poblacion de ARNt permitiria
aproximarse a definir cuales son los codones dptimos para una traduccidn mas rapida y mas fiel en
un organismo. La abundancia de los ARNt ha sido medida en pocas especies, y pareceria estar
directamente relacionada a la cantidad de copias de los genes de ARNt.

En eucariotas existen menos estudios vinculados al efecto del uso diferencial de codones
sindnimos sobre el plegamiento de proteinas. La determinaciéon de la abundancia de los ARNts
solo ha sido determinada para la levadura Sacharomyces cerevisiae, siendo estimada por el
numero de copias de cada uno de ellos. Asimismo, el uso de codones sindnimos se ha estimado de
acuerdo a la frecuencia en el uso en las proteinas de alta expresién *°.

La determinacién de la abundancia de los ARNt en células humanas presenta dificultades
técnicas mayores. Sin embargo ha sido posible estimarla en algunos tejidos del mismo organismo
basados en la técnica de microarreglos, que permitié detectar variaciones de hasta 10 veces entre
ellos %. La diferencia en cuanto a la expresion de los diferentes ARNt isoaceptores se relaciona

significativamente con el uso de codones de genes altamente expresados en los diferentes tejidos.

2.4. Edicion de ARN mensajero: Splicing.

Los genes de mamiferos estdn compuestos por varios exones interrumpidos por intrones.
Los intrones y exones integran los transcriptos primarios o pre-ARNm. Para generar el ARNm
maduro correcto los exones deben ser debidamente reconocidos y unidos entre si de forma
precisa. El proceso de corte y empalme de los exones denominado splicing, requiere de la accién
coordinada de moléculas de ARN pequefios nucleares, snARNs, y mas de 60 péptidos. El incorrecto

procesamiento del mensajero, ya sea por falso reconocimiento de los limites entre exones e
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intrones, o la falla al remover un intrén o dejar presente un exdn generan ARNm aberrantes que

pueden ser inestables dentro de la célula o pueden codificar para proteinas defectuosas *°

2.4.1. El splicing: Componentes basicos.

La mayoria de los intrones contienen sitios especificos que intervienen en el proceso de
splicing: el sitio de splicing 5’ (5’ss), una secuencia de ramificacién (BPS, Branch Point Sequence)
seguida de pirimidinas, y el sitio de splicing 3’ (3’ss) en el extremo 3’ del intrén. Paradédjicamente,
estas son secuencias relativamente poco conservadas, al menos en eucariotas superiores, y cuanto
mas cerca o lejos se encuentren de las secuencias consenso seran reconocidos de mejor o peor
forma por el spliceosoma. Los primeros son definidos como fuertes mientras que los restantes son
denominados sitios débiles *. Un esquema de los sitios mencionados en el pre-ARNm vy las

secuencias consenso para cada uno de ellos se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Sefiales reguladoras de splicing. Se muestran las secuencias conservadas en los sitios implicados en
el splicing en intrones spliceosomales de eucariotas superiores. Los dinucledtidos conservados GU y AG
localizados en los extremos 5’ y 3’ del intrdn, respectivamente, la region de pirimidinas que precede al 3’ss,
y el residuo A del sitio de ramificacidon se muestran en el pre-ARNm. Los motivos de secuencia que rodean a
las regiones reguladoras se muestran abajo y el tamafio de las bases en una posicion dada es proporcional a
la frecuencia de ese nucledtido en cada posicion, en alineamientos realizados con secuencias conservadas
de 1683 intrones humanos. Los nucledtidos en color azul son aquellos que forman parte de los secuencias
consenso definidas, excepto para la A del sitio de ramificacién que se muestra en anaranjado. Tomado de
Cartegni L., Chew S. L., and Krainer, A. R. (2002) Listening to silence and understanding nonsense: Exonic

mutations that affect splicing. Nature Reviews Genetics 3 285-298 30
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La maquinaria encargada de reconocer los limites de los exones, de escindir los intrones y
unir los exones se denomina spliceosoma. Es un complejo formado por 5 pequeiias
ribonucleoproteinas nucleares (snRNP) y mas de 60 proteinas con funciones especificas que se
unen de forma secuencial al pre-ARNm para llevar a cabo el corte y empalme de los exones.
Andlisis realizados por espectrometria de masas sobre spliceosomas purificados sugieren que las
proteinas asociadas podrian alcanzar el nimero de 300 *!. Las moléculas de ARN de las snRNP
interactudan con el intrén y estan implicados en la catdlisis. La estabilizacidn del spliceosoma sobre

el pre-ARNm se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Ensamblado del spliceosoma y quimica del splicing. A la izquierda se muestran las reacciones de
transesterificacion secuenciales catalizadas por el spliceosoma hasta la unidn de los exones y la escisién del
intrén en forma de lazo. Se muestran los residuos involucrados en cada una de las reacciones. A la derecha
se muestra el ensamblado secuencial de componentes del spliceosoma correspondientes a las snRNPs (U1,
U2, U4/U6.U5) y los complejos formados en cada paso (E, A, By C). Tomado de Ritchie, D. B., Schellemberg,
M. J., MacMillan, A. M. Spliceosome structure: Piece by piece. 2009 Biochimica et Biophysica Acta 1789 624—
633 %
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La quimica del splicing involucra dos reacciones de transesterificacién consecutivas. En el
primer paso el extremo hidroxilo 2’ de la adenina conservada en el BPS realiza un ataque
nucleofilico al 5’ss de forma de dejar el exdn 5’ libre y un intermediario ciclico (lazo) conteniendo
un enlace fosfodiéster 2’-5’. Un segundo ataque nucleofilico es realizado por el extremo hidroxilo
3’ del exén 5’ libre sobre el 3’ss generando la ligacion de lo exones involucrados y la liberacion del

intrén en forma de lazo ¥, como se ve en la Figura 3.

2.4.2. Splicing alternativo: Generador de diversidad proteica.

La idea de que en eucariotas un Unico transcripto primario puede guiar la produccion de
una Unica proteina ha caducado. Actualmente sabemos que el splicing alternativo, que permite
que un “gen” pueda codificar para varias proteinas, no es un fendmeno poco frecuente como se
suponia. En cambio, la elevada frecuencia del splicing alternativo permitiria explicar la
sorprendente diferencia encontrada en el genoma humano, entre el nimero estimado de genes
que codifican proteinas (aproximadamente 24.000) y el nimero de proteinas que se estima en el
orden de las 100.000 *.

La determinacién de qué es exdn y qué es intron depende del contexto celular, del tejido y
de la etapa del desarrollo. En algunos casos, regiones que son escindidas del mensajero como
intrones pueden ser secuencias codificantes en otros, por tanto formar parte de los exones. Un
ejemplo muy interesante de splicing alternativo es el del gen DSCAM de Drosophila melanogaster,
que codifica para una proteina de membrana involucrada en la conexidn entre neuronas. Este gen
contiene 24 exones con 12 posibles alternativas del exdn 4, 48 versiones del exdn 6, 33 versiones
del 9 y 2 versiones del 17. Estas variantes a nivel del splicing pueden originar 38.016 proteinas
diferentes relacionadas. Estimaciones recientes sugieren que los genes humanos que son editados
mediante splicing alternativo ascenderian al 90%, valor que supera ampliamente el esperado **.

La regulacién de este mecanismo requiere estrategias y secuencias reguladoras especificas
qgue guien el correcto ensamblado de los ARNm, las que a su vez dependeran del estado del
desarrollo o del tipo de célula en cuestién.

Mas recientemente se ha identificado un grupo de elementos que regulan en cis el splicing
alternativo, que son importantes para definir correctamente la presencia de un intrén o exdn.
Estas secuencias pueden actuar estimulando (potenciadores) o reprimiendo (silenciadores) el
splicing, y ademadas de actuar en el splicing general, resultan particularmente relevantes para

regular el splicing alternativo. Los potenciadores de splicing de exones (ESEs, de Exonic Splicing
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Enhancers) pueden estar presentes en la mayoria, sino en todos, los exones, incluyendo los
constitutivos >,

Los ESEs fueron inicialmente caracterizados como secuencias degeneradas ricas en purinas
de entre 6 y 8 nucledtidos, pero actualmente han sido detectados motivos adicionales ricos en AC

y ricos en pirimidinas ***¢

. Estas secuencias son reconocidas por factores de splicing y son
particularmente necesarias en exones rodeados por sitios de splicing débiles. Cada uno de los
factores de splicing reconoce una secuencia de unién especifica.

Los factores de splicing SR, son proteinas de unién al ARN, asi denominadas por su
particular riqueza en Serina y Arginina. Estas proteinas constituyen una familia de factores de
splicing relacionados por la estructura y por una alta conservacién, y estan caracterizadas por la
presencia de uno o dos dominios conservados de unién al ARN y un dominio carboxilo terminal
distintivo enriquecido en dipéptidos de Ser y Arg (dominio SR). Las proteinas SR unidas a un ESE
particular sefialan la presencia de un exdn que debe ser mantenido en el ARNm maduro. Las

secuencias reconocidas por 4 proteinas SR humanas determinadas mediante el ensayo de SELEX

(Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Secuencias de ESEs. Se muestran las secuencias consenso para 4 proteinas SR humanas, SF2/A2F,
SC35, SRp40 y SRp55, obtenidas por el método de SELEX utilizando extractos de splicing S100
suplementados con cada una de las proteinas estudiadas purificadas, y un transcripto originado de un
minigen de IghM. El tamafio de cada una de las bases en una posicién dada es proporcional a la frecuencia
de ese nucledtido en esa posicidén en alineamientos realizados al secuenciar los productos de splicing. Los
nucledtidos en color azul son aquellos que forman parte de los secuencias consenso definidas. Tomado de
Cartegni L., Chew S. L., and Krainer, A. R. Listening to silence and understanding nonsense: Exonic mutations

that affect splicing. 2002 Nature Reviews Genetics 3 285-298%.
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Los silenciadores, ESSs (de Exonic Splicing Silencers) por el contrario, se encuentran en
exones que generalmente deben estar mantenidos en un estado silenciado, y que sélo deben ser
expresados en circunstancias particulares. Para esto serdn necesarios sitios de regulacidon de
splicing fuertes (3’ y 5’ss cercanos a los sitios consensos), y sobre todo el accionar de algun

potenciador particular conjuntamente con su proteina SR asociada *°.

2.5. Las mutaciones silenciosas tienen la palabra.

El 90% de la variacién de la secuencia del genoma humano se debe a la ocurrencia de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism), los que pueden ubicarse en diferentes zonas dentro y fuera del
gen. Aquellos localizados sobre regiones codificantes pueden dividirse en sinénimos y no
sinédnimos. La presencia de mutaciones sindnimas ha sido considerada sin importancia por mucho
tiempo asumiendo que por conservar la secuencia aminoacidica de la proteina, no tendria efecto
sobre la funcion del gen.

En este estudio nos interesamos en comprender el rol que cumplen los codones raros en
la expresidon génica. La sustitucion de codones sinénimos podria afectar: 1) La estructura
secundaria del ARN. 2) La interacciéon con proteinas y la vida media del ARN. 3) El splicing del ARN.
4) La cinética local de traduccion. 5) La conformacion y solubilidad de la proteina.

En este trabajo nos propusimos analizar las mutaciones de TP53, encontradas en la
patologia tumoral en relacién a la modificacién del splicing, y al eventual efecto sobre la
modificaciéon de la velocidad de traduccién vinculada a posibles cambios de conformacién y

funcién de la proteina.

2.5.1. Mutaciones en sitios de regulacién y modificacion del splicing: Base de enfermedades

genéticas.

El efecto de las mutaciones sindnimas sobre el splicing ha sido reportado en algunas
ocasiones >’. Existen pocos reportes de mutaciones detectadas en elementos centrales de la
magquinaria spliceosomal que resultan en enfermedades humanas. Por ejemplo, formas
dominantes autosémicas de Retinosis Pigmentaria son causadas por mutaciones en los factores
PRPF31/U4-61k y PRPS. La causa de esta baja deteccién se debe a que la presencia de defectos en
componentes centrales del mecanismo no es compatible con el desarrollo de la vida *. Sin

embargo, mutaciones sobre algunas de las secuencias reguladoras del splicing, ya sea del
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mecanismo basico como del splicing alternativo, pueden ser toleradas por el organismo a pesar de
generar diversos tipos de enfermedades genéticas.

Considerando que el splicing alternativo involucra casi el 90% de los genes humanos, es
l6gico pensar que cambios en el patrén de splicing inducidos por mutaciones estén
frecuentemente asociados a enfermedades humanas. El problema en estos casos es definir si la
modificacion del patrén del splicing es responsable de la enfermedad, o si es un indicador de un
defecto mas profundo y anterior. El nimero de enfermedades reportadas que presentan

asociacion con modificacién del splicing es elevadisimo y han sido frecuentemente revisadas ****,

siendo el cancer una de las mas reportadas *>*".

2.5.2. Modificacién de la cinética traduccional y el plegamiento de proteinas.

Al contrario del sesgo hacia el uso de codones mas frecuentes para maximizar la velocidad
y la fidelidad del proceso de traduccién, existen proteinas cuyos ARNm contienen zonas
especificas en donde se concentran codones poco frecuentes o raros. Como ha sido reportado por
investigadores de la Seccién Bioguimica de la Facultad de Ciencias, la sustitucién de codones raros
de la proteina de unién a acidos grasos de Echinococcus granulosus, EgFABP1 (de Echinococcus
granulosus Fatty Acid Binding Protein 1) por codones sindnimos frecuentes, en una regioén bucle
entre dos alfa hélices de la proteina, indujo en uno de los mutantes un incremento en la
insolubilidad de la proteina, sin modificar los niveles totales de expresién en E. coli **. Ademas,
esta acumulacidon de la proteina de forma insoluble indujo un incremento de 6 veces en la
respuesta del gen reportero [3-galactosidasa bajo el control de promotor de la respuesta a “Heat
Shock”, como es el promotor de GroEL *.

Previamente, los estudios realizados in silico por Thanaraj y Argos **, detectaron una
correlacién entre el uso de codones en el ARNm y la conformacién topoldgica de la proteina. Asi
encontraron que las a-hélices tienden a estar codificadas por codones rapidos, mientras que
regiones de hojas-p y conectores (“coils”) poseen preferentemente codones mas lentos.

En este mismo sentido se analizaron las secuencias mayormente codificadas por codones
lentos en el ARNm de 37 proteinas multidominio de E. coli con estructura conocida y se vio que
estos codones se ubicaban preferentemente en zonas de unién entre regiones claramente
estructuradas. Ademads, estas zonas son capaces de originar estructuras secundarias en el ARNm
que podrian inducir una disminucién de la velocidad de desplazamiento del ribosoma, lo que

también apunta a la misma idea de enlentecimiento del proceso ***.

27



En eucariotas, en la levadura S. cerevisiae, se estudid en el gen TRP3, que codifica para una
enzima bifuncional (Antranilato Sintasa Il e Indol-Glicerol Fosfato Sintasa) constituida por dos
dominios estructurales, una sustitucion sinénima de codones raros por frecuentes. Esta sustitucion
de coddn elimina una pausa en el segundo dominio, induce un descenso de la actividad del
dominio en 1,5 veces, y afecta la estructura de toda la molécula *.

En células de eucariotas superiores los estudios son escasos. Sin embargo, existe un
reporte en donde la presencia de un cambio puntual sinédnimo en el gen de resistencia a
Multidrogas 1 (MDR1, Multidrug Resistance 1) que codifica para la Glicoproteina-P (P-gp), induce
alteraciones en las interacciones con drogas e inhibidores. La mutacion introduce un coddn raro
en lugar de uno frecuente, y los autores hipotetizan acerca del efecto sobre el proceso de
plegamiento co traduccional y la insercidon de la proteina en la membrana, lo que alteraria la
estructura de los dominios involucrados en las interacciones. Mas alla de estos efectos, los niveles

de expresién medidos a nivel de ARN y de la proteina no presentaron modificaciones *.

2.6. Proteina supresora de tumores; P53.

P53 es un factor transcripcional ubicuo que induce y/o reprime la expresion de diversos
genes (ver Figura 5) vinculados a vias centrales de regulacion como control del ciclo celular,
apoptosis, reparacion del ADN, senescencia ¥/, entre otros. La activacion transcripcional de P53
ocurre en respuesta a sefiales oncogénicas o de otro tipo de estrés celular pudiendo modular la

actividad de diversas proteinas relacionadas a las funciones mencionadas anteriormente.

— - - Figura 5. Esquema de la red de regulacion
Oncogene activation, DNA damage, hypoxia, and other stress signals

1 central de P53. Se sefialan algunas de las

SAuctivation pathways - . . .
Protein kingses, deublquiinesas, el situaciones capaces de inducir la respuesta por

Rlagatire raguision: | parte de P53, asi como factores co activadores

] /):a Cosctivators de su funciéon y reguladores negativos. Se
L .
- - K LA, indican también algunos de los genes blanco de
L . 1 I TFIH
Fesdbackioop | 9 transcripiion P53 y los procesos a los que éstos estan
y T } T 1 vinculados. Tomado de Joerger, A. C. and
BAX GADDAS ol Maspin
PUMA PONA 18330 BAIt Fersht, A. R. Structural Biology of the Tumor
M, paaR Reprimsg TSP

Suppressor p53. 2008 Annu. Rev. Biochem. 77

Apopiosis  DMAropair  Cell oycle arest  Antkanglogenesis  Senescence

557-582 %

28



En los ultimos afios se han identificado diversos factores y situaciones que llevan a la
activacion de P53, como por ejemplo genotoxicidad, hipoxia, citoquinas, factores de crecimiento,
estrés oxidativo, alteraciones metabdlicas, contacto entre células, activacién de oncogenes,
acortamiento de telémeros y otras condiciones que dafian el ADN, escasez de nutrientes, falta de
ribonucledtidos trifosfato en el pool celular, entre varios otros 8

La regulacién de los niveles de P53 es compleja y abarca la transcripcidn, traduccion y
degradacion proteica. En situaciones normales, P53 se encuentra unido a Hdm2, quien media su
localizacién citoplasmatica y su degradacion por la via del proteosoma, ya que se trata de su E3
ubiquitin ligasa. Frente a la sefial de estrés, una serie de fosforilaciones en el dominio TAD de P53
llevan a su estabilizacidn y escape de Hdm2. La proteina libre expone la sefial NLS y migra al nucleo
en donde inducird la expresidon de genes de respuesta a la sefial. A su vez, Hdm2 es inducido por
P53, por lo que se genera un incremento en los niveles de ésta aumentando la degradacién de
P53, promoviendo su monoubiquitinacidn y retenciéon en el citoplasma, o poliubiquitinacion y
degradacion por el proteosoma. Mas recientemente, se ha visto que Hdm2 es capaz de
interaccionar con el propio ARNm de P53 favoreciendo su traduccién, y esta interaccién esta
mediada por los nucleétidos que codifican para los aminodcidos que establecen la unién a nivel
proteico *°. En la proteina Hdm2, los sitios de unién al ARNm de TP53 y de unidn a la proteina P53
estan solapados, siendo el dominio RING de unién al ARN préximo al E3 ubiquitin ligasa *>°.

Los procesos involucrados en la activacion de P53 derivan en general en una respuesta
antiproliferativa que previene la acumulaciéon de alteraciones genéticas. Esta acumulacién de
errores sucede en los casos en que las células escapan a la regulacidn, son capaces de replicar en

condiciones no aptas, y constituyen el comienzo de la enfermedad.

2.6.1. Estructura génica de TP53.

El gen TP53 mapea en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y tiene una extension de
19.179 nucledtidos, que se distribuyen en 11 exones y los correspondientes 10 intrones. No todos
los exones estan representados a nivel proteico. El primer exdn cumple rol regulatorio e incluye la

region 5’UTR. El inicio de la traduccién se ubica en el comienzo del exén ndmero 2.

2.6.2. P53: Organizacion de los dominios y funciones.

P53 es un tetrdmero formado por 4 mondmeros idénticos de 393 aminoacidos y 43,7 kDa.

Su denominacion hace referencia al peso molecular aparente, estimada a partir de su migracién en
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SDS-Page como una molécula de 53 kDa (como consecuencia del elevado nimero de residuos de
Prolina). Las 4 subunidades son unidas por un dominio de tetramerizacién ubicado en el extremo
carboxilo terminal.

Cada mondmero tiene la estructura caracteristica de los factores de transcripcién que
incluye un dominio de transactivacion mayor TADI (Trans Activation Domain) situado en el
extremo amino terminal (residuos 1 a 40), seguido de uno menor TADII (residuos 43 al 73); una
region rica en Prolinas (PRR, Proline Rich Region) que abarca la zona de residuos 65 a 97; un
dominio central de unién al ADN (DBD, DNA Binding Domain) que incluye los residuos
comprendidos entre el 102 y el 292; un dominio bisagra que contiene la secuencia de localizacién
nuclear (NLS) y que comprende los residuos 300 a 325; el dominio de tetramerizacion (TET,
Tetramerization Domain) comprendido entre los residuos 325 y 356; finalmente una region basica
carboxilo terminal definida entre el residuo 363 y el 393 final.

La estructura tridimensional del tetramero y del monémero entero de P53 no se ha podido
resolver. Sin embargo, se han obtenido cristales de algunos de los dominios y se han propuesto
diversos modelos que brindan informacién acerca del accionar de P53, como se muestra en la
Figura 6A. El dominio TAD es un sitio de unidn para diversos factores. Entre ellos se encuentran
algunos componentes de la maquinaria transcripcional, como los factores TAFII31, TAFII40 y
TAFII60 pertenecientes al complejo de inicio de la transcripcidn TFIID (fundamentales para que se
dé la activacién de la transcripcién mediada por P53). También posee zonas de interaccién con
coactivadores de la transcripcion como p300 y CBP (CREB Binding Protein), y sitios de interaccidn
para la proteina Hdm2 (o Mdm2 en ratones), su E3 ubiquitin ligasa y principal regulador dentro de
la célula. Esta regién pareceria no tener un plegamiento definido, algo que es caracteristico de
proteinas que llevan a cabo su funcién en el centro de vias de sefializacidn. Esta caracteristica es
particularmente notoria en factores de transcripcién, de forma de facilitar la interaccion y union
con muchos blancos de forma altamente especifica .

Como indica su nombre, la regién PRR presenta varios residuos de Prolina, que en P53
humano se organizan en 5 sitios PXXP involucrados con interacciones proteina-proteina mediante
unién a dominios SH3 (Src Homology 3) .

La informacidn estructural disponible acerca del dominio DBD es amplia. Diversos estudios
han resuelto la estructura de esta regién de la molécula en solucidn y en cristales, de forma libre o
unida a diferentes moléculas de ADN, asi como también la correspondiente a los homdlogos en

raton y Caenorhabditis elegans, y muchos mutantes. Este dominio presenta una estructura de -
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sandwich tipo inmunoglobulina que es la base de la que emergen los motivos loop-hoja-hélice y
dos loops estabilizados por un dtomo de Zn, capaces de unirse al surco mayor y menor del ADN,

respectivamente, como se ve en la Figura 6B.

Figura 6. Estructura de P53. Se muestran modelos y estructuras resultas de diferentes dominios de la
proteina. 6A: Modelo del tetramero de P53 en solucién de acuerdo a datos de difraccidon de rayos X. Los
dominios DBD (azul y verde) y TET (rojo) se representan como “cartoons”, mostrando los dominios DBD de
la misma zona de la proteina en el mismo color. Zonas conectoras flexibles (gris), region N-terminal (rosado)
y region C-terminal (amarillo) que no presentan conformacion definida se muestran de forma
semitransparente para indicar el espacio que se estima ocupan. 6B: Dominios DBD unidos a dos motivos de
unién de ADN consecutivos, obtenido por difraccién de rayos X sobre cristales de los complejos (numero de
acceso PDB 2AHI). 6C: Estructura cristalografica del domino TET de P53 ensamblado formando un
tetrameros, mostrada en dos orientaciones diferentes (nimero de acceso PDB 1C26). Se muestran los
residuos de Leu que estabilizan la estructura. Tomado de Joerger, A. C. and Fersht, A. R. Structural Biology of

the Tumor Suppressor p53. 2008 Annu. Rev. Biochem. 77 557-582 i
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La forma activa de P53 es un tetramero definido como un dimero de dimeros. EI dominio
TET localizado hacia el extremo carboxilo terminal presenta una cadena 3 unida a una hélice-a por
una vuelta que contiene una Glicina, y del que se cuenta con informacién resuelta por
cristalografia de rayos X ¥/, la que se muestra en la Figura 6C.

El extremo carboxilo terminal es intrinsecamente desordenado pero puede describir
transiciones de orden-desorden luego de unirse a proteinas o de forma inespecifica al ADN
mediante interacciones electrostaticas. Esta regién es el blanco de varias modificaciones post
traduccionales como acetilacion, ubiquitinacion, fosforilacién, metilacidn, capaces de regular la

actividad de la proteina y su nivel dentro de la célula.

2.6.3. Isoformas de P53.

La proteina completa tal cual fue descrita mas arriba no es el Unico producto del gen TP53.
A partir de éste se producen otras proteinas, variantes transcripcionales (por la presencia de tres
sitios de inicio de la transcripcidn posibles), de splicing y traduccionales (por la presencia de tres
sitios de inicio de la traduccion), cuya funciéon y patrones de expresion aun no han sido
establecidos completamente. Desde al afno 2002 se han descrito 10 isoformas, algunas de las
cuales juegan un rol en la modulacién de la capacidad supresora de P53 y otras presentan
actividades propias.

La gran mayoria de estas 10 isoformas comparten el DBD pero difieren en el extremo
amino terminal (TA, AN y A133) y carboxilo terminal (o, B y y). La forma denominada TA contiene
el dominio TAD completo como diferencia de las formas AN y A133, que carecen de los primeros
39 o0 132 aminoacidos, respectivamente. Con respecto a las diferencias presentes hacia el extremo
carboxilo terminal, las formas o contienen el dominio TET completo, mientras que en las formas 3
y y éste se encuentra truncado y reemplazado por 10 o 15 aminoacidos adicionales,
respectivamente. La combinacion de estos 6 extremos origina 9 combinaciones tedricas posibles:
P53 candnica (TAp53a), P53 (TAp53f), P53y (TAp53y), ANP53 (ANp53a, también conocida como
p44, p53/47 o A40p53), ANP53[3, ANP53y, A133P53 (A133p53at), A133P53[3 y A133P53y. A éstas
se le suma una décima isoforma, AP53, a la que le falta parte del domino DBD y TET. La produccién
de cada una de ellas involucra mecanismo regulatorios a nivel de transcripcidn, edicidon del ARN y
traduccidn, y la presencia en sistemas vivos no ha sido detectada para todos los casos °'. Esta

compleja red de isoformas podria explicar la diversidad de funciones que cumple P53 en la célula.
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2.6.4. Elementos de respuesta de P53.

P53 es capaz de inducir la transcripcion de genes especificos que contengan una secuencia
de ADN doble hebra especifica de dos decameros palindromos entre si de la forma general
5’RRRCWWGYYY3' (R=A,G; W=A,T;Y=C,T), con una separacion de entre 1 o 13 pares de bases.
Cada par de decdmeros son unidos por un tetramero de P53 de forma cooperativa *’.

La afinidad con la que P53 se une a los elementos de respuesta de diferentes genes
depende de la secuencia. Los valores de afinidad no presentan estricta relacién con la funcién del
gen, aunque existe una tendencia en presentar mayor afinidad en los genes vinculados al arresto
del ciclo celular y reparacién del dafio del ADN en comparacion a los genes relacionados con la
apoptosis *’. Los tres elementos de respuesta utilizados en este estudio son los siguientes:

1) Elemento de respuesta en el gen p21. p21 induce la detencién del ciclo celular en la fase
G1 cuando la reparacion celular resulta inviable. En respuesta a sefiales detectadas por P53, ésta
activa la transcripcion de p21 uniéndose al elemento de respuesta de 20 pb (5'-
GAACATGTCCCAACATGTTG-3’) ubicado 2,4 kb rio arriba del promotor de p21 en humanos.

2) Elemento de respuesta del gen Bax. Bax es una proteina proapoptdtica también
inducible por P53 a nivel de la transcripcién. Sin embargo, P53 también regula a Bax mediante
interacciones especificas, promoviendo su activacidn e insercién en la membrana mitocondrial, lo
que desencadena la apoptosis. El elemento de respuesta de Bax tiene 39 pares de bases (5'-
TCACAAGTTAGAGACAAGCCTGGGCGTGGGCTATATTG-3’) y se encuentra a unos 500 pb de su
promotor.

3) Elemento de respuesta de RGC. El agrupamiento de genes ribosomales (RGC; Ribosomal
Gene Cluster) presenta en la regidén espaciadora no transcripta, 3,5 kb antes del sitio de inicio del
ARNr 45S, un sitio de unidn para P53 de 33 bases, constituido por repetidos de TGCCT que

funciona como activador transcripcional del ARNr ***3,

2.7. Mutaciones en TP53 en cancer.
Las variaciones genéticas en el gen TP53 estan asociadas al cancer **. Segun el tipo de
cancer, hasta el 50% de los tumores pueden contener alguna mutacién en TP53. La base de datos

IARC TP53 (www.-p53.iarc.fr) recopila las variaciones de secuencia del gen de TP53 reportadas en

el cancer humano >.
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Las mutaciones que implican un cambio del marco de lectura (frameshift) o la interrupcion
prematura de la traduccion (non sense) llevan claramente a la inactivacion de la proteina. El 90%
de las mutaciones identificadas en TP53 son puntuales, y tienen como consecuencia un cambio
Unico de amino acido que en su mayoria altera la uniédn de P53 al ADN. Se concentran en la zona
comprendida entre los exones 5 y 8 del gen y afectan el dominio DBD implicado en el
reconocimiento y unién al ADN. En tanto que el 5% de las mutaciones puntuales son silenciosas o
sindnimas ya que conservan el amino acido. Este porcentaje es 20 a 100 veces mayor al esperado
si se considera que tales mutaciones no afectan la funcionalidad de la proteina *°.

Dos hipdtesis encontradas intentan explicar la alta tasa de mutaciones sinénimas
encontradas en TP53 en muestras de cancer humano. La primera sefiala que las mismas son
efectivamente neutras y que no juegan un rol importante en la generacion de la enfermedad, y
gue su presencia en alta frecuencia es una mera consecuencia del estado de hipermutabilidad que
puede afectar a las células cancerosas *°.

Sin embargo, una alta proporcién de las mutaciones sindnimas descritas en TP53 en
tejidos tumorales se encuentra presente de forma aislada, sin otro tipo de cambio en el gen **.
Esto podria explicarse considerando que las mutaciones son causadas por el estado de
hipermutabilidad, y que la enfermedad es originada por mutaciones tumorigénicas presentes en
otro gen vinculado al cancer y no en TP53 **°°,

En cualquier caso, las mutaciones sindnimas podrian afectar, como hemos visto
anteriormente, diferentes procesos en la expresidn de un gen. Con respecto a este estudio, ciertas
mutaciones sindnimas podrian alterar el splicing normal de TP53 a dos niveles: 1) Si alteran los
sitios frontera intrén-exdn, sitios donadores y aceptores de splicing, y 2) Si modifican los
potenciadores de splicing o ESEs. El analisis bioinformatico de las secuencias realizado
previamente sugiere que no existe una asociacién entre la alta frecuencia de mutaciones
sindnimas y la modificacién de la unidn intrén-exén, pero si con la ubicacién de los posibles ESEs
® Los resultados de este estudio in silico podrian explicar el efecto de ciertas mutaciones
sinédnimas de TP53 en relacién al cdncer. Ademads, las mutaciones podrian afectar la estructura y
funcién de la proteina modificando la cinética traduccional y plegamiento de P53, como ha sido
expuesto mas arriba.

Por tanto, en este trabajo nos propusimos buscar y comprender el eventual efecto de
mutaciones sinédnimas en TP53 en cancer a dos niveles de expresidn del gen como se detalla mas

adelante.
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3. Objetivos.

3.1. Objetivo general.

El objetivo general de este proyecto es establecer el significado de la presencia de un
elevado numero de mutaciones sinénimas en el gen TP53 relacionadas al cdncer. En particular se

pretende comprender el efecto de mutaciones en TP53 a dos niveles de la expresién del gen.

3.2. Objetivos especificos.

1) Identificar mutaciones en la secuencia codificante de TP53 en muestras de cancer
colorectal, y explorar si algunas de ellas pueden estar relacionadas con alteraciones de la

edicion del ARNm.

2) Estudiar el eventual efecto de algunas mutaciones sindénimas sobre Ia
funcién/estructura de P53, mediante la medida de la actividad de transactivacién de P53
sobre un gen reportero regulado por elementos de respuesta en levaduras, y a través de la
estimacion del nivel producido de diferentes variantes conformacionales en cultivos de

células humanas, estimado por inmunoprecipitacidon con anticuerpos conformacionales.
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4. Analisis de la secuencia codificante de TP53 en muestras tumorales.

En esta parte del trabajo nos centramos en analizar la regién codificante de TP53 en
muestras de cancer colorectal (CRC), procurando identificar mutaciones asociadas a esta
enfermedad. La determinacion de la secuencia del ARNm de TP53 permite caracterizar el alelo

expresado en el tumor, asi como detectar eventuales alteraciones del splicing.

4.1. Materiales.

Las muestras de CRC analizadas provenientes de la poblacién brasilera se encontraban
almacenadas en el banco de tumores del Hospital de Cancer A. C. Camargo, San Pablo, Brasil.

La eleccién de las muestras atendié en primer lugar a la existencia de datos clinicos de los
pacientes.

En segundo lugar consideramos la cantidad de células transformadas en la muestra;
aquellas seleccionadas presentan mds del 60% de células con fenotipo transformado. Esta
cuantificacidn fue realizada mediante tincién con Hematoxilina y Eosina sobre cortes de tejido.

A su vez, se tomaron los datos de inmunohistoquimica (IHC) realizados por
anatomopatodlogos del Hospital, sobre tejidos de CRC conservados en parafina. Dichos ensayos
fueron realizados usando 100 pL de una dilucién 1:100 del anticuerpo monoclonal anti P53 (clon
DO-7, Dako), 100 pL del sistema de amplificacion de sefial Advance HRP Link Polymer
Amplification ~ System (Dako), y 100 pL de una dilucién 1:50 de 3,3’
diaminobenzidinetrahydrochloride, DAB, (Dako) como cromogeno.

Aquellas muestras que contenian mas del 60% de células transformadas, de las cuales
menos del 20% presentaban sefial positiva para P53 en el ensayo de IHC fueron definidas como
negativas para este fenotipo. Basado en este criterio, fueron generados dos grupos de estudio
conteniendo numero similar de muestras con el fin de analizar el patrén de mutaciones en TP53.
Asi, contamos con 49 muestras con sefial positiva para P53 y 51 con sefial negativa (ver Tabla

anexa A2: Muestras seleccionadas).
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4.2. Métodos.

4.2.1. Extraccion, caracterizacion y analisis de acidos nucleicos.

e Extraccion de ARN.
Se empled un método estandar basado en Trizol, utilizado de rutina en el Hospital A. C.
Camargo, sobre las células fenotipicamente transformadas aisladas del resto de células
normales presentes en el tejido. Basicamente, la lisis de las células (50 a 100 mg de tejido)
se realizd mediante la adicion de 1 mL de Trizol frio en los tubos conteniendo esferas
magnéticas del kit Precellys® (Bertin Technologies), y se realizaron hasta tres pulsos de 10
s (o hasta obtener una muestra homogénea) en el homogeneizador a velocidad maxima
(6.500 r.p.m.). Se recuperd el lisado y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente
para favorecer la degradacion de la matriz y membranas celulares. Se centrifugd a 12.000
g durante 10 min a 4 °C y se recupero la fase superior correspondiente al ARN, la que se
transfiri6 a un nuevo tubo para realizar una extraccién con cloroformo. Luego de
centrifugar a 12.000 g a 4 °C durante 15 min, se recuperd el sobrenadante y se precipito el
ARN con 1 volumen de isopropanol y 20 pg de glicégeno durante 15 min a temperatura
ambiente. Se lavé el precipitado con etanol 70% (DEPC) frio, se secd y se resolubilizé en
agua (DEPC) mediante incubacion en bafio de agua a 55 °C durante 10 min.

e Cuantificacién de ARN.
Se estimé la concentracién mediante medidas de absorbancia en ultravioleta (A=260 nm)
en el NanoDrop™ ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) utilizando 1 plL de
muestra.

e Evaluacion de la calidad de ARN.
Se analizé en un Picochip 6000 en el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent), utilizando 1
ul de muestra y atendiendo a los limites de concentraciéon establecidos en el kit. Muestras
con valores de R.I.N (RNA Integrity Number) menores a 2 fueron descartadas del estudio.

e Retrotranscripcion del ARN total.
Se sintetizd ADN copia utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) en un volumen final de 20 plL conteniendo 1 pg de ARN total. Las
condiciones de la reaccién se eligieron siguiendo las recomendaciones del fabricante: 10
min a 25 °C, 120 min a 37 °Cy 5 min a 85 °C, y la incubacidn se realizé en el equipo

Mastercycler Eppgradient (Eppendorf).
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Amplificacién del ADN copia (ADNc) de TP53.

La regién codificante de TP53 (1182 nucledtidos) fue amplificada en dos fragmentos
solapantes: Fragmento 5’ que abarca la zona comprendida entre los nucledtidos -54 y 654,
y fragmento 3’ que incluye los nucledtidos comprendidos entre las posiciones 571 y 1215,
definiendo como posicién +1 la adenina correspondiente al codén ATG de inicio de la
traduccion.

Ambas reacciones de amplificacion fueron realizadas en un volumen final de 25 pL,
conteniendo 1 plL de producto ADN copia sin purificar, 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen),
1,5 mM MgCl,, 0,3 uM de cada uno de los cebadores y 1,5 U de enzima ADN polimerasa
(Platinum Tag DNA Polymerase, Invitrogen). Las reacciones fueron incubas en el equipo
Mastercycler EppGradient (Eppendorf) en las siguientes condiciones: 30 ciclos de 95 °C
durante 1 min, 30 s a 52 °C para el fragmento 5’ (cebadores: E2ForE y E6RevE) y 51 °C para
el fragmento 3’ (cebadores: E6ForE y E11RevE) (ver Tabla anexa Al: Cebadores utilizados),
y una extension de 2 min a 72 °C.

Purificacidn del producto de PCR.

El producto de PCR se purificd mediante utilizacion del kit ExoSAP-IT (Exonucleasa | y
Fosfatasa Alcalina de camardn, USB) atendiendo a las recomendaciones del fabricante,
incubando la reaccién a 37 °C durante 30 min seguidos de un paso de inactivacién de las
enzimas a 80 °C durante 15 min.

Secuenciacion de ADN.

Se utilizo el kit BigDye Terminator v3.0 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) en las
siguientes condiciones; 2 pL del ADN purificado y 0,5 uM del cebador (E2Forl y E6Revl
para el fragmento 5’, y E6Forl y E11Revl para el fragmento 3’ (ver Tabla anexa Al:
Cebadores utilizados), y se incubd de la siguiente forma; 18 sa 95 °C, 18 sa52 °Cy 4 min a
60 °C, un total de 40 ciclos, en el equipo Mastercycler EppGradient (Eppendorf). El
producto se precipité con EDTA 0,125 mM pH 8,0, NaAc 0,3 M y 2,5 voliumenes de Etanol
100%. ElI ADN lavado con Etanol 70% y secado, se resolubilizé en 15 pL de formamida
altamente deionizada (Hi-Di"", Applied Biosystems), se incubé durante 3 min a 95 °C para
desnaturalizar, y se inyecté en el equipo ABI PRISM 3100 Automated Genetic Analyser
(Applied Biosystems), valiéndonos de la plataforma de secuenciacién del Hospital de
Cancer A. C. Camargo, San Pablo, Brasil.

Analisis de secuencias obtenidas.
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Los electroferogramas obtenidos fueron analizados con el programa BioEdit Aligment
Editor (v7.0.0). Las secuencias obtenidas de ambos fragmentos se ensamblaron utilizando
la aplicacién Artemis (V8). Todas las comparaciones y analisis se realizaron tomando como

referencia la secuencia de TP53 definida como salvaje depositada en la base de datos del

NCBI (National Center for Biotechonology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

numero de acceso NC_000017.

4.3. Resultados.

Como un objetivo central del proyecto nos propusimos analizar la secuencia codificante
completa de TP53, a través del analisis del ARNm expresado, y determinar el patréon de
mutaciones en CRC.

Se optd por analizar el ARNm de TP53 para determinar el alelo realmente expresado en
cada muestra. Por otro lado, esta aproximacidén permite detectar eventuales modificaciones que
pudiesen alterar el perfil de splicing normal de TP53.

A su vez, decidimos comparar el patrén de mutaciones presente en dos grupos de
muestras: El grupo de muestras que presentan acumulacién de P53, grupo denominado P53
positivo, y el de las que no presentan acumulacién, grupo P53 negativo. Esta clasificacion se
realizd en base al resultado de IHC sobre cortes histoldgicos preservados en parafina, en muestras
conteniendo mas del 60% de células fenotipicamente transformadas, de acuerdo a la tincion con
Hematoxilina y Eosina. Aquellas muestras que presentaron mas del 20% de células con sefial de
P53 fueron incluidas dentro del grupo P53 positivo, mientras que valores menores resultaron en la
inclusidn de la muestra en el grupo P53 negativo.

Para determinar la secuencia de la region codificante de TP53 expresado en tejidos de
CRC, las muestras seleccionadas provenientes de remociones quirurgicas fueron tratadas con
Trizol y homogeneizadas. Del lisado celular se obtuvo el ARN total mediante una extraccidn con
cloroformo. Este fue utilizado para generar ADN copia con cebadores al azar. El producto fue
utilizado como molde para amplificar por PCR la regién codificante de TP53 en dos fragmentos
solapantes, utilizando cebadores especificos (ver Figura 7). Los amplicones obtenidos fueron
purificados y secuenciados valiéndonos de la plataforma de secuenciacién del Hospital. Las

secuencias obtenidas se analizaron (con el programa BioEdit Aligment Editor (v7.0.0) y la
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aplicacion Artemis (V8)) y fueron comparadas con la secuencia salvaje del gen depositada en la

base de datos del genbank (nUmero de acceso NC_000017).

4.3.1. Patrén de mutaciones.

De la totalidad de muestras analizadas en este estudio (101 muestras), 55 de ellas (54,5%)
presentaban al menos una mutacién en la secuencia codificante de TP53.

El nimero y tipo de mutaciones detectadas para ambos grupos difiere notablemente.
Dentro del grupo P53 negativo, 16 de los 52 tumores (30,8%) presentaron algun tipo de cambio en
la secuencia codificante de TP53. Cada una de estas muestras contiene una Unica mutacion
especifica que no se repite dentro de este grupo de muestras. Las mutaciones detectadas en este
grupo se detallan a continuacidn: 6 mutaciones de cambio de aminoacido (missense), 3
inserciones y 4 deleciones, 2 mutaciones sin sentido (nonsense), y una mutacién sinénima. La
mayoria de las inserciones y deleciones, 3 para cada caso, generan un cambio en el marco de
lectura del mensajero, mientras la restante delecidn involucra una regién de 21 nucleétidos que
elimina 7 aminoacidos del dominio DBD sin afectar el marco de lectura. De esta manera se
produce una proteina P53 mds pequeiia, a la que le falta una regiéon perteneciente al dominio

DBD, y es nombrada como “otras” (ver Tabla 2).

Figura 7. Amplificaciéon de TP53 de muestras tumorales. Se analizaron los productos de reacciéon de PCR
utilizando como molde ADNc de muestras tumorales y los cebadores E2ForE y E6ReVE para el fragmento 5’
(708 pb), y E6ForE y E11ReVE para el fragmento 3’ (645 pb). Se sembraron 5 L de producto de reaccién en
el gel de agarosa conteniendo SyberSafe 1X. Carriles 1-9 y carriles 10-18: Fragmento 5’ y 3’ de TP53,
respectivamente, de muestras 118, 129, 131,153,113, 115, 117, 123 y 125. Carril 19 vacio. Carril 20:

Marcador de peso molecular, 100 pb ladder, Invitrogen.
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Tabla 2. Nimero de muestras con mutaciones en TP53 en los grupos P53 positivo y negativo. Se indica el
numero de muestras en las que se identificaron diferentes tipos de mutaciones en la secuencia codificante

de TP53.

) » P53 positivo P53 negativo
Tipo de mutacidn

n=49 n=>52
Cambio de aminodcido 38 6
Sin sentido 0 2
Cambio de marco 1 6
Sinénima 0 1
Otras 0 1
Total 39 (79,6%) 16 (30,8%)

Mientras tanto, de las 49 muestras del grupo P53 positivo 39 contienen alguna mutacion
en la secuencia codificante de TP53, lo que representa el 79,6%. La amplia mayoria de las
muestras contiene alguna mutacidon en TP53 que genera un cambio de aminoacido (38 de 39,
97,4%), mientras que sélo una presenta un cambio que consiste de una delecién que produce un
corrimiento del marco de lectura. En este grupo de muestras se observa que algunas mutaciones

se encuentran presentes en mas de una muestra.

4.3.2. Efecto vy posicion de las mutaciones detectadas.

En las 55 muestras que contienen alguna mutaciéon en TP53 fueron identificadas 40
mutaciones diferentes. Excepto las mutaciones que codifican para un cambio de aminoacido, el
numero de mutaciones y la distribucién de las mismas se corresponden con los valores expuestos
mas arriba para el patron de mutaciones en los grupos P53 positivo y P53 negativo. Esto quiere
decir que cada una de las mutaciones que no inducen un cambio de aminoacido fue observada
una Unica vez en una sola muestra. Sin embargo, en el caso de las mutaciones que generan un
cambio de aminodcido se observa que varias de ellas se repiten en diferentes muestras. De esta
manera, se identificaron 29 mutaciones de este tipo que se distribuyen en 44 muestras, siendo
algunas de las mutaciones compartidas por mas de una muestra. El resto, como se describié mds
arriba consiste de 7 mutaciones que inducen el cambio del marco de lectura del mensajero (4
inserciones y 3 deleciones), 2 mutaciones sin sentido, 1 mutacién sinénima, y 1 delecién que no

induce el cambio de lectura y que se nombra como “otras”, ver Figura 8.

41



Figura 8. Patron de mutaciones
en TP53 en CRC. Se muestra el
numero de mutaciones de cada

25 25

17 tipo detectadas en este estudio.
Los valores se expresan como
porcentajes del nimero total de
las  diferentes mutaciones

detectadas, que asciende a 40.

m Missense Frameshift ® Nonsense M Silent M Others

Como se recopila en la Tabla 3, 24 de las 40 mutaciones se encuentran solo en muestras
del grupo P53 positivo, de las cuales 23 generan cambio de aminodacido y una produce una
delecion que cambia el marco de lectura. Todas ellas fueron localizadas en el dominio DBD. Otras
15 mutaciones fueron identificadas en muestras del grupo P53 negativo, de las cuales 5 codifican
un cambio de aminoacido en el dominio DBD, 6 inducen un cambio del marco de lectura, 2 son
mutaciones sin sentido (una localizada en el dominio DBD y otra en el dominio TET), una delecién
sobre el dominio DBD que no cambia el marco de lectura, y una mutacién sinédnima ubicada en el
dominio TET de P53. Finalmente, una mutacién de cambio de aminoacido fue observada en ambos
grupos; 2 veces en el grupo P53 positivo y 1 vez en el grupo P53 negativo.

Las mutaciones puntuales se concentran en unos pocos codones. De un total de 393
codones codificantes de TP53, solamente 24 se ven afectados por este tipo de cambio (excluidos
los polimorfismos 215C>G y 108G>A, ver mas adelante). Los codones mas frecuentemente
alterados corresponden al dominio DBD. En relacidn a las muestras analizadas en este trabajo, 22
de los 24 (91,7%) codones afectados se encuentran en este dominio de la proteina, y solamente 2
(8,3%) pertenecen a otro dominio, en este caso el dominio TET. No se identificaron mutaciones
puntuales en los otros dominios de la proteina (ver Figura 9).

Los codones mas frecuentemente mutados son el 175, 248 y 273, que codifican los tres
para Arg, pertenecen al dominio DBD, y en conjunto concentran el 36,7% de las mutaciones

puntuales detectadas (6, 7 y 5 mutaciones, respectivamente).
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Tabla 3. Niumero de mutaciones diferentes detectadas en los grupos de muestras de tumores P53 positivo y

negativo. Se agrupan dependiendo del tipo de mutacidn.

Tipo de mutacion P53 positivo P53 negativo P53 positivo y negativo

Cambio de aminoacido 23 5 1
Sin sentido

Cambio de marco

N = U N

0
1
Sinénima 0
Otras 0
Total 24 15

= O O O O
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=

w
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Figura 9. Histograma de mutaciones puntuales detectadas por codén en TP53. Se muestra el nimero de
mutaciones detectada en relacion a cada coddén de P53 y a los dominios de la proteina (representados mas
abajo). TAD; Dominio de Transactivacion, PRR; Region rica en Prolinas, DBD; Dominio de union al ADN, NLS;

Senal de localizacidon nuclear, TET; Dominio de tetramerizacidn, CT; Dominio carboxi terminal.

4.3.3. Tipos de cambio.

Sin considerar los cambios nucleotidicos involucrados en los polimorfismos descritos mas
adelante, se encontré que la alteracidon de secuencia mas frecuente en la regién codificante de
TP53 fue la transicion de C>T, la que representa el 49,0%. Luego se encuentra la transicion G>A,

representando un 26,5%, luego la transversidon G>T con el 6,1%, las transiciones T>C y A>G cada
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una de ellas correspondiente al 4,1%, y finalmente las transversiones A>C, G>C, C>G, C>A y A>T,
cada una de ellas sumando un 2,0% del total de cambios (ver Tabla 4).En su conjunto, los cambios
de C>T y A>G representan el 75,5% de los cambios de bases detectados, un porcentaje
notablemente superior al esperado para un patrén de mutaciones al azar. Este valor puede
deberse a la contribucidn de los cambios que ocurren en sitios CpGs que mutan a una velocidad 10

veces mayor que el resto de las secuencias nucleotidicas, y que en cancer también presentan un

alto grado de variacion.

Tabla 4. Cambios de bases en las mutaciones puntuales. Se muestra el numero de diferentes cambios de
bases detectados en la secuencia codificante de TP53 en muestras de CRC. Se muestra el nimero de los

diferentes tipos de mutaciones y el nimero total de eventos de cada cambio de base particular.

Cambiode NuUmero de Numero total

base mutaciones % de eventos %
C>T 13 40,6 24 49,0
G>A 7 219 13 26,5
G>T 3 9,4 3 6,1
T>C 2 6,3 2 4,1
A>G 2 6,3 2 4,1
A>C 1 3,1 1 2,0
G>C 1 3,1 1 2,0
C>G 1 3,1 1 2,0
C>A 1 3,1 1 2,0
AST 1 3,1 1 2,0
Total 32 100,0 49 100,0

4.3.4. Polimorfismos.

Respecto a la secuencia de TP53 anotada como salvaje, en nuestro estudio detectamos 2
cambios nucleotidicos que estan reportados como polimorfismos: 1) 108G>A, que consiste en un
cambio sindnimo detectado en una sola muestra, y corresponde a un coddn de Prolina del
dominio TAD de P53. 2) 215C>G, que codifica para un cambio de Prolina a Arginina, detectado en
82 de las muestras analizadas.

El cambio 215C>G ha sido estudiado en varios tipos de céncer. Este cambio afecta el

residuo 72 de la proteina, localizado en la regidn rica en Prolinas (PRR), que es parte de uno de los

44



5 motivos PXXP constituyentes del posible dominio de unidn a proteinas SH3, y su asociacion con
el origen y progresién de la enfermedad aun se encuentra en un intenso debate.

Las frecuencias genotipicas de la poblacién en estudio, determinadas desde la informacion
proporcionada por la secuenciacidn directa del producto de PCR, alcanzan 0,6535 para Arg/Arg,
0,1548 para Arg/Pro y 0,1881 para Pro/Pro. Los valores de las frecuencias alélicas desprendidas de
las frecuencias genotipicas presentadas mads arriba, para cada uno de los aminoacidos Arg y Pro

son 0.7327 y 0.2673, respectivamente, en los 101 casos analizados.

4.3.5. Posibles variantes de splicing.

Dos deleciones presentadas mas arriba y una de las inserciones podrian ser explicadas
como variantes de splicing (ver Figura 10). La region deletada o insertada en cada uno de los casos
contiene secuencias que pueden ser reconocidas como secuencias reguladoras del splicing.

La delecién, detectada en la muestra M130, elimina del ARNm de TP53 los primeros 21
nucledtidos (376 TACTCCCCTGCCCTCAACAAG396) del exdon 5. Esta pérdida se traduce en la
eliminacion de 7 aminoacidos (126YSPAALNK132) pertenecientes al dominio de union al ADN.
Resulta fundamental notar que los nucleétidos finales de la regién deletada son los mismos que se
encuentran en el extremo 3’ del intrén 4 salvaje. Como fue mencionado, esta delecidén no altera el
marco de lectura del ARNm, el que en este caso guiara la produccién de una proteina mas corta
que la normal.

La delecion detectada en la muestra M123, lleva a un cambio en el marco de lectura del
mensajero, ya que la regién removida consiste de los ultimos 46 nucledtidos del exén 5:
514GTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGS559. De esta manera, la
proteina codificada en este caso pierde su identidad, tratdndose probablemente de una proteina
no funcional. Nuevamente, los nucledtidos presentes en el extremo 5’ de la regidén deletada son
los mismos que se encuentran en el extremo 5’ del intrén 5 salvaje.

De forma similar a los casos anteriores, la insercion de 5 nucledtidos entre las posiciones
672 y 673 (GTCTG) que ocurre en la muestra M145 lleva a un cambio en el marco de lectura de
TP53. Esta mutacidn es particularmente interesante debido a que los nucledtidos insertados se
corresponden con los primeros 5 nucledtidos correspondientes al intrén 6, de acuerdo al gen TP53
anotado en genbank. Una vez mas, los nucleétidos localizados en la region 5’ del fragmento
insertado se corresponden con los ubicados en el nuevo extremo 5’ del intrén involucrado (ver

Figura 10).
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Es importante sefialar que las muestras a las que se hizo referencia y que presentan las
variaciones descritas mas arriba sélo contienen dichas mutaciones, y no presentan ninguna otra
modificacion de la secuencia codificante de TP53 que permita explicar el patrén observado. No fue

determinada la secuencia de los intrones en ninguna de las muestras analizadas.

—’\A‘{-T"-.
AES55" (M130) E4 jJ 14 ...C;;-TAC...AAG’ ATG... ES
e
o
AES3" (M123) =5 ..GAG [GW...ATG :3;(3 15 - E6
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_--'\E‘T _______
IE63’ (M145) E6 ...GAG —g;erG _ GTT... 16 - E7
-H‘E‘TE€37—/'

Figura 10. Posibles variantes de splicing. Esquema de las deleciones e inserciones consideradas como
posibles alteraciones de splicing en CRC. Se muestra el patron normal (wt) y mutante (AE55’, AE53’ e IE63’)
en cada caso. Las regiones detectadas en cada muestra estdn representadas con azul (exones) y gris
(intrones) oscuros, mientras que las regiones que no estaban presentes se representan con azul (exones) y
gris (intrones) claros. Secuencias circundantes a los posibles sitios de splicing estan sefialadas en los exones
e intrones involucrados. AE55’: Delecion de 7 aminoacidos del extremo 5’ del exdn 5. AE53’: Delecion de 46
nucledtidos del extremo 3’ del exdn 5. IE63’: Insercidn de 5 nucledtidos a la region 3’ del exdn 6. E4, E5, E6 y

E7: Exones 4,5, 6,y 7, respectivamente. 14, I5 e 16: Intrones 4, 5 y 6, respectivamente.

4.4. Discusion.

Los resultados experimentales expuestos anteriormente muestran que es posible analizar
la secuencia codificante de TP53 con la estrategia experimental establecida. Esto resulta
importante ya que los ensayos preliminares se realizaron utilizando células en cultivo, que son

homogéneas y de donde se puede extraer mayor cantidad de ARN total, paso que considerdbamos

46



que podia ser limitante. Ademds, originalmente se planted la posibilidad de realizar una
amplificacion anidada (“nested”) con dos juegos de cebadores, paso que no fue necesario
considerando el rendimiento obtenido para la primera amplificacion de cada uno de los

segmentos del gen, como se muestra en la Figura 7.

4.4.1. Mutaciones detectadas.

En este estudio detectamos 40 mutaciones diferentes previamente descritas en el gen
TP53 en CRC en una poblacién brasilera. Estas mutaciones fueron encontradas en 54,5% de las
muestras analizadas, y este valor esta de acuerdo con el promedio de muestras mutadas en todos

47555758 particularmente, la frecuencia de mutaciones en TP53 en

los tipos de tumores humanos
CRC es aproximadamente 40% a 50% *°_ Nuevamente, el valor detectado en este estudio es
cercano al reportado en la literatura siendo por tanto, confiable.

La pérdida de funcion de P53, ya sea por mutaciones somaticas o por pérdida de
heterocigosidad (LOH, de Loss of Heterozygosity) estan asociadas al desarrollo de CRC. El
mecanismo de LOH del “locus” 17p, donde se encuentra codificado TP53, estd reportado para el
70% de los casos de CRC y en general impide la expresion del alelo normal de la proteina. Esta
pérdida de funcidén juega un rol importante en la transicién de los tumores de adenoma a
carcinoma durante el desarrollo del cancer >,

Pero ademads, no solo la pérdida de funcion como inductor de genes asociados a la
apoptosis, reparacion del ADN, y detencidn del ciclo celular es importante, sino que se ha visto
gue tumores en los que se mantiene la expresidon de un alelo mutante son mas invasivos que
aquellos en los que no se produce P53. Esta observacion puede explicarse como una ganancia de
funcién de la proteina P53 mutada, que contribuye al fenotipo y avance del tumor a través de
varios mecanismos no mutuamente excluyentes, como efectos en la proliferacion de las células
tumorales, disminucidon de la apoptosis, incremento en la capacidad de guiar la angiogénesis,
reduccién de la hipoxia, efectos sobre la autofagia, y alteracién del procesamiento de microARNs °.
El efecto sobre la autofagia estd bien reportado. P53 salvaje es capaz de inducir la autofagia a nivel
de la transcripcion de genes implicados en el proceso, pero también es capaz de inhibirla mediante
interacciones especificas proteina-proteina en el citoplasma. Sin embargo, mutaciones de P53 que
inciden sobre la unién al ADN inducen una pérdida de la actividad transcripcional, sin afectar la
interaccion con proteinas en el citoplasma, generando un balance en donde la autofagia se ve

inhibida, y por tanto, la progresién del tumor facilitada >°*.
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En este estudio también analizamos la relacidon entre el nivel de expresion de P53 vy el
patron de mutaciones en TP53 en células tumorales. Como la expresién de P53 en células
normales no estresadas es baja, y su vida media es de entre 6 a 20 min %, P53 no es detectada
normalmente usando técnicas convencionales de IHC (Cooper & Haffajee, 1997; Renninson et al.,
1994). Sin embargo, este patrén puede verse afectado por mutaciones en TP53 o en otros genes
relacionados con sus vias de sefalizacidn.

La mayoria de las mutaciones se localizan en el dominio DBD de la proteina, y son
asociadas a un incremento de la estabilidad de la proteina que lleva a que sea posible detectarla
por IHC, como ha sido demostrado previamente en cancer de pulmén primario ®°. Esta
caracteristica es comunmente utilizada como marcador de alteraciones de P53 en tumores
(Rodrigues et al., 1990).

Estudios previos sugieren que la estabilizacion de P53 no es un evento general en los
diferentes tipos de cancer. Es posible encontrar diferencias en la expresion en tumores
desarrollados en lugares especificos, como el recto y el colon izquierdo (pero no en el colon
derecho), lo que indica un patron diferente de crecimiento del tumor en relacion al estatus de P53
%89 Esto se debe a las diferentes funciones de las regiones del intestino grueso, en cuanto a la
absorcién y permanencia de nutrientes, sustancias tdxicas y agua. Estos componentes tienen
efectos notablemente diferentes sobre la ocurrencia de mutaciones y modificaciones epigenéticas,
como es el caso de metilaciones en el gen MGMT, que estan asociadas a transiciones en los genes
KRAS, PIK3CA y TP53. Por tanto, la observacion de una sefial positiva de P53 en cortes de tejidos
cancerosos puede depender de la localizacion del tumor asi como también del nimero y tipo de
mutaciones localizadas en el gen o en otros genes que codifican para proteinas relacionadas a las
vias de P53 %. En este trabajo analizamos muestras provenientes de tumores desarrollados a lo
largo de todo el colon y recto, y fueron estudiadas como un Unico grupo.

Al comparar los grupos P53 negativo y positivo vemos que existe una diferencia en el
porcentaje de muestras mutadas. Esta diferencia era esperada ya que las mutaciones en TP53, y
particularmente las que codifican un cambio de aminodcido, estan fuertemente asociadas a la
acumulacién de la proteina en cancer ®.

En el grupo P53 positivo, 79,6% de las muestras contienen una mutacién en TP53, siendo
la mayoria mutaciones de cambio de aminoacido, aunque también fue observada una insercion
gue genera un cambio en el marco de lectura. En relacion a las demas muestras de este grupo,

aquellas que exhibian un patron de expresion alterado de P53 y que no contenian ninguna
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mutacion en el gen, es concebible que otras proteinas que regulan la expresion de P53 podrian
estar afectadas, como Hdm2, Hdm4, Cop-1, Pirh-2, entre otras, lo que lleva a un incremento en la
cantidad de P53 ”°.

Por otro lado, solo 30,8% de las muestras P53 negativas contienen mutaciones en la
secuencia codificante de TP53. Este grupo contiene 6 mutaciones de cambio de aminodcido, 6
alteraciones que generan cambio de marco de lectura, 2 mutaciones sin sentido, 1 sustitucion
sinénima y 1 delecién que no genera un cambio en al marco abierto de lectura de la proteina,
siendo cada una de estas mutaciones detectadas en un Unica muestra. Es importante sefialar que
estas mutaciones no inducen la sobreexpresién ni incrementan la estabilidad de P53 indicando
gue sus mecanismos de accién pueden ser sustancialmente diferentes. Para la mutacion de
cambio de aminodacido, este resultado puede reflejar un efecto especifico de mutaciones que
fallan en cuanto a la estabilizacién de la proteina, como ha sido reportado previamente ®. Las
proteinas conteniendo una delecion o aquellas truncas producidas por moldes con mutaciones sin
sentido o con deleciones que generan un cambio del marco de lectura, normalmente no son

detectadas por IHC porque son muy inestables en la célula .

4.4.2. Efecto y posicion de las mutaciones detectadas.

La mayoria de las mutaciones identificadas en TP53 son puntuales y generan un cambio de
aminodcido como se muestra en la Tabla 3 y en la Figura 8, y concuerda con lo visto en estudios
previos en diferentes tipos de cancer humano como carcinoma hepatocelular, cdncer epitelial de
ovario, cancer de pulmoén de células no pequefas, cancer sinonasal, carcinoma de células
escamosas de eséfago, entre otros >,

En relacién a la distribucidon espacial de las mutaciones en-TP53, en esta poblacién de
muestras de CRC las mutaciones puntuales se localizaron principalmente en sitios cominmente
mutados en otros canceres humanos, ver Figura 9. Las mutaciones puntuales se concentran en
unos pocos codones. De un total de 393 codones codificantes de TP53, solamente 24 se ven
afectados por este tipo de cambio (excluidos los polimorfismos 215C>G y 108G>A, ver mas
adelante). Los codones mas frecuentemente alterados corresponden al dominio DBD. En relacién
a las muestras analizadas en este trabajo, 22 de los 24 (91,7%) codones afectados se encuentran
en este dominio de la proteina, y solamente 2 (8,3%) pertenecen a otro dominio, en este caso el

dominio TET.
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Por ejemplo, los codones 175, 248 y 273, que son las mas frecuentemente mutados en
esta poblacion, son también frecuentemente mutados en la mayoria de los tumores y estdn
asociados con la pérdida de la funcidn de P53, siendo una posible causa de la transformacion

celular >

. Los tres codones codifican para Arg que forman parte de la estructura de dedos de Zn
involucrados en el contacto con el surco menor del ADN. La primera de las Arg es fundamental
para mantener la arquitectura del motivo, mientras que las restantes establecen contacto directo
con la molécula de ADN *’. La concentracién de mutaciones en la zona del DBD brinda mas soporte
a la idea general aceptada acerca de que la pérdida de habilidad de unién de P53 a la secuencia de
reconocimiento podria ser un evento importante en el desarrollo de la enfermedad.

Los 2 codones afectados fuera del DBD estan localizados en el dominio TET. Estos podrian
interferir con la formacién del dimero y el tetramero: La mutacidn sin sentido 1045G>T debido a la
generacion de mondmeros truncos incapaces de establecer contactos correctos, mientras que la
mutacion sinénima en este dominio podria afectar la estructura y la dindmica de la estabilizacion
del dimero durante la produccién de la proteina, ya que ambos mecanismos son simultaneos ”.
Por tanto, estos dos codones pueden estar implicados, de alguna manera, con la pérdida de la

funcién de P53 en células malignas mutadas. No se identificaron mutaciones puntuales en ninguno

de los otros dominios de la proteina (ver Figura 9).

4.4.3. Tipos de cambio.

Aqui hemos detectado que el cambio de base mas comun fue la transicion C>T,
contabilizando un 49,0% de las mutaciones puntuales, seguido por la transicion G>A que
representa 26,5%. Ha sido reportado que entre las sustituciones nucleotidicas en todos los tipos
de cancer, cerca del 25% son sustituciones C:G>T:A estdn localizados en sitios CpG .

Es importante sefalar que las citosinas metiladas de los nucleétidos CpG mutan a timina
con una tasa 10 veces mayor que otros nucledtidos > Entre 3% a 5% de las citosinas del genoma
humano son metiladas en la posicidon 5’ por un mecanismo post replicativo que esta restringido a
los dinucledtidos CpG y es catalizado por ADN metiltransferasas. La 5'metilcitosina (5mC) es
menos estable que la citosina y sufre deaminacidn espontdnea originando una timina a una tasa 5
veces mayor que la base sin metilar. Este proceso es potenciado por radicales de oxigeno vy
nitrégeno, lo que lleva a un nimero mayor de transiciones en CpG en cancer '*7°.

Ademas, entre los 22 CpG localizados en el dominio de unién al ADN de P53, tres hotspots

de mutaciones (codones 175, 248 y 273) concentran el 60% de las mutaciones en sitios CpG en
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cancer, y otros 5 codones (196, 213, 245, 282 y 306) explican otro 26% "*. La mayoria de estos
sitios estdn mutados en la poblacién brasilera analizada en este trabajo, lo que concuerda con

observaciones previas.

4.4.4. Polimorfismos.

Ademads de los cambios definidos como mutaciones, en este estudio también detectamos
dos polimorfismos: 1) 108G>A, que consiste en un cambio sinébnimo detectado en una sola
muestra, y corresponde a un codén de Prolina del dominio de transactivaciéon de P53. 2) 215C>G,
que codifica para un cambio de Prolina a Arginina, detectado en 82 de las muestras analizadas.

Por tratarse de una modificacién de tipo sinénima y definida como polimorfismo, el
cambio 108G>A no ha sido analizado en cuanto a un eventual efecto de P53. Por tanto, en este
estudio decidimos aproximarnos a posibles efectos del mencionado cambio como se muestra en el
capitulo siguiente “Estudio del efecto de mutaciones sindnimas sobre la estructura y actividad de
P53”.

El cambio 215C>G ha sido estudiado en varios tipos de cancer y existe aun hoy
controversia acerca de su rol en el origen y progresiéon de la enfermedad. Este cambio afecta el
residuo 72 de la proteina, localizado en la regién PRR, que es parte de uno de los 5 motivos PXXP
constituyentes del posible dominio de unidn a proteinas SH3. A pesar de que este cambio no
induce alteraciones en la conformacion de la proteina ni modificacion de la actividad de unién al
ADN, ambas variantes conteniendo Pro o Arg en este sitio tienen algunas diferencias funcionales y

77 Ambas variantes generan una proteina

bioquimicas que no pueden ser obviadas
estructuralmente salvaje de acuerdo al uso de anticuerpos conformacionales y presentan similar
interaccion con algunas, pero no todas las secuencias de reconocimiento de P53. Sin embargo, la
variante que contiene Pro tiene mayor afinidad por los factores TAFII32 y TAFII70, lo que en parte
podria explicar las diferencias antes mencionadas. Ademas, la variante con Arg es capaz de inhibir
el crecimiento de células transformadas con expresidon de oncogenes en mayor medida (2 veces
mas) que P53 con Pro en esa posicion. Finalmente, la variante con Arg es mas susceptible a la
degradacion por parte de la proteina E6 del virus HPV, sugiriendo una mayor susceptibilidad al
desarrollo de cancer asociado a este virus en individuos homocigotas para esta variante.

A pesar de las diferencias, no se ha mostrado la existencia de una asociacién entre este
polimorfismo y el riesgo de presentar varios tipos de cancer, como son cancer de mama %, cervical

I 81,82

7® carcinoma escamoso de cabeza y cuello de utero ** y carcinoma colorecta . Sin embargo,
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otros estudios sugieren una posible relacidn entre este sitio polimodrfico y el riesgo de contraer la
enfermedad, como se reporté para el de mama %, cancer cervical ®, cancer de pulmén 3, cancer
colorectal ®, cancer de cerebro *, carcinoma faringeo ¥.

Es importante sefialar que los resultados aparentemente contradictorios presentados mas
arriba podrian ser explicados considerando la heterogeneidad de las muestras y la aproximacion
empleada para realizar el andlisis. En ello, pueden incidir el “background” genético de la poblacidn
y las diferencias étnicas, ya que se ha visto que las frecuencias de este polimorfismo varian étnica
y geograficamente. Asimismo, la caracteristica de la muestra misma y la metodologia elegida para
realizar el estudio pueden enmascarar algunos tipos de cambio.

La gran mayoria de los estudios citados anteriormente se basan en el analisis de las
frecuencias alélicas y la comparacion entre poblaciones afectadas con cancer y personas normales
control. En nuestro caso, el estudio sdlo consideréd muestras tumorales y por tanto no es posible
realizar tal comparacion. Las frecuencias genotipicas de la poblacién de estudio, determinadas
desde la informacién proporcionada por la secuenciacion directa del producto de PCR, son 0,6535
para Arg/Arg, 0,1548 para Arg/Pro y 0,1881 para Pro/Pro.

Los valores de las frecuencias alélicas desprendidas de las frecuencias genotipicas
presentadas mds arriba, para cada uno de los aminoacidos Arg y Pro son 0.7327 y 0.2673,
respectivamente, en los 101 casos analizados.

Resulta importante destacar que la deteccidn de ambos alelos esta supeditada al nivel de
expresion de los mismos, lo que se ha visto que puede estar modificado en cdncer, debido al
fendmeno LOH, descrito anteriormente. Esta pérdida puede deberse a la propia remocién de uno
de los alelos de TP53, ya sea por delecién, recombinacidn, insercién, o algin otro mecanismo, o
por las diferencias en la expresidon per sé, ain cuando ambas variantes no presenten mayores

modificaciones que el polimorfismo en cuestion °.

4.4.5. Posibles variantes de splicing.

Dos deleciones presentadas anteriormente y una insercion podrian ser explicadas como
variantes de splicing (Figura 10). Las deleciones detectadas en las muestras M130 (21 nucledtidos
del comienzo del exdn 5 que no alteran el marco de lectura) y M123 (46 nucleétidos del final del
exdén 5, que cambian el marco de lectura), asi como la insercion detectada en la muestra M145 (5
nucleédtidos sobre el final del exdn 6 que cambian el marco de lectura), tienen caracteristicas que

las sefialan como posibles modificaciones del splicing.
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En los tres casos las regiones deletadas o insertadas tienen en sus extremos las mismas
secuencias que se encuentran en la regidon que normalmente es escindida (intron) para el caso de
las deleciones, o retenida en el mensajero (exdn) para la insercion. Concretamente, para el caso de
la delecion en la muestra M130, las ultimas dos bases de la regién deletada correspondientes al
extremo 5’ del exdn 5 son AG, las mismas que se encuentran en el extremo convencional 3’ del
intrén 4 y que normalmente son utilizadas como 3’ss. Asi, las bases localizadas en las ultimas
posiciones de la delecién podrian actuar como un nuevo sitio 3’ss. De las tres mutaciones
posiblemente vinculadas con el splicing, ésta es la mas reportada y fue vista en diferentes tipos de
cancer y lineas celulares provenientes de diferentes tumores, como cancer de ovario, carcinoma
de células escamosas, mama, neoplasmas de astrocitos, carcinoma hepatocelular, pulmén, cancer
colorectal y tumores de linfocitos B *°.

De forma similar, los nucledtidos escindidos en la muestra M123, localizados sobre el
extremo 3’ del exdn 5, tienen sobre su extremo 5’ las mismas bases, GT, que se localizan en el
comienzo del intrén 5 y que actuarian como sitio 5’ss. Esta delecion ha sido detectada en cancer
de mama, carcinoma de células escamosas, carcinoma hepatocelular, y en lineas celulares
derivadas de cancer de faringe **.

Resulta interesante sefalar que en los casos de las deleciones descritas arriba, no
podemos afirmar que el patréon observado se deba a un error de splicing, ya que de acuerdo a
nuestra aproximacion no hemos analizado la secuencia de los intrones involucrados en cada caso.
Es posible que existan mutaciones en los intrones que alteren algunas de las secuencias
reguladoras, el sitio 3’ss normal en el caso de M130 o el sitio 5’ss de la muestra M123, que lleven a
la destruccion de los mismos y permitan explicar mas facilmente el patrén observado. Asimismo,
los estudios en los que han sido detectadas las deleciones también fueron realizados utilizando
solamente ARN como molde inicial, de forma que no existen estudios a nivel del ADN gendmico.
Esta observacion apoya la idea de que sean realmente variantes o errores de la edicién del
mensajero.

De forma similar a los casos anteriores, la insercidn de 5 nucledtidos entre las posiciones
672 y 673 (GTCTG) que ocurre en la muestra M145 lleva a un cambio en el marco de lectura de
TP53. Esta mutacidn es particularmente interesante debido a que los nucledtidos insertados se
corresponden con los primeros 5 nucledtidos del intrédn 6, de acuerdo al gen TP53 anotado en
genbank. Una vez mas, los nucleétidos localizados en la region 5’ del fragmento insertado se

corresponden con los ubicados en el nuevo extremo 5’ del intrén involucrado (ver Figura 10). El
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Unico trabajo en donde se reporta una insercion de 5 nucledtidos entre las posiciones 672 y 673
analizé la secuencia de TP53 en muestras de cancer de mama y detectd la insercion CTCTG %8, que
no se corresponde con la insercion GTCTG detectada en este estudio y que coincide con las
primeras 5 bases del intrén 6. Por tanto, este estudio es el primero en reportar la insercién
mencionada.

El hecho de que las bases insertadas se correspondan con la secuencia inicial del intrén
siguiente sugiere de manera categdrica la idea de que el error se deba a modificaciones de la
edicion del mensajero en un nimero importante de células, sin ser un evento aislado. El por qué
de tal modificacidon escapa al alcance de este estudio, pero sin dudas representa una pregunta
muy interesante de responder.

Considerando que los trabajos que reportan estas mutaciones trabajan sélo con ARN, en
nuestro caso intentamos amplificar el ADN gendmico de TP53 para las regiones involucradas a
partir del material extraido de las muestras. En estos experimentos fue posible obtener
amplicones de diferentes tamanos, sugiriendo la presencia de mas de un molde en la reaccién. Los
amplicones fueron resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa, purificados, y utilizados
como molde para secuenciacién de 4cidos nucleicos. Las condiciones de purificacidon vy
secuenciacion se repitieron 3 veces con algunas variaciones sin obtener resultados. El definir
claramente la secuencia de estos intrones constituye un objetivo importante y esperamos poder
resolverlo a la brevedad. La informacion proporcionada por ese andlisis contribuird a explicar el
mecanismo implicado en estas mutaciones.

Si bien no detectamos variaciones del mecanismo de splicing asociadas a una mutacién
particular, y mds especificamente a una mutacion localizada en sitios reguladores del splicing, el
trabajo si detectd posibles errores vinculados a este mecanismo. Ademas, la poblacidn analizada
compuesta solamente por 101 muestras constituye un pequefo universo de casos de cancer, los
gue adicionalmente proviene Unicamente de CRC. Seria por demas interesante ampliar el tamafio
de la muestra de forma de maximizar la deteccién de modificaciones asociadas a splicing, pero
también realizar la misma aproximacidon en otros tipos de cancer. Asi, seria posible no sdlo
comparar el perfil de mutaciones general en cada caso, sino que permitiria evaluar como se
expresan estos posibles errores de splicing en cada uno de ellos, apuntando a definirlos como

variantes del mensajero maduro de TP53.
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5. Estudio del efecto de mutaciones sindnimas sobre la estructura y

actividad de P53.

En esta parte del trabajo, nos centramos en la caracterizacion de la funcionalidad de TP53
cuando es codificada por moldes conteniendo mutaciones sinénimas. Nuestro objetivo consistia
en buscar evidencias de que el uso de codones sindnimos podia afectar la conformacion, o la
funcionalidad de P53, cuando es expresada en sistemas eucariotas. Para ello, se estudiaron
mutaciones que habian sido identificadas en muestras tumorales de CRC (capitulo anterior) y otras
que fueron reportadas con frecuencia en los bancos de datos. La conformacién y funcionalidad de

P53 fue estudiada en levaduras y en células de mamifero en cultivo.

5.1. Materiales.

5.1.1. Seleccién de mutaciones.

Realizamos una busqueda en la base de datos de TP53 IARC (International Agency for

Research on Cancer, http://www-p53.iarc.fr/) y seleccionamos algunos cambios sindnimos. El

criterio seguido para realizar tal eleccién considerd la frecuencia de mutaciones registrada para
una posiciéon dada, atendiendo a aquellas que estuviesen mds representadas en cdancer.
Particularmente, elegimos estudiar mutaciones sindnimas (obtenidas de forma azarosa) en la
tercera base de los codones consecutivos correspondientes a 3 Prolinas ubicadas en la region rica
en Prolinas (PRR) de P53, en las posiciones 151, 152 y 153 de la cadena aminoacidica de la
proteina. De esta forma se originan tantos mutantes como posibles combinaciones considerando 3
codones que pueden variar entre 4 opciones, CCC, CCA, CCU, CCG; 64 mutantes. Dichas posiciones
concentran el 4,13% de las mutaciones sindnimas descritas en TP53 segun la version R15
(noviembre 2010) de la base de datos de IARC (18, 17 y 14 sustituciones sindnimas en la tercer
posicién de los codones 151, 152 y 153, respectivamente)™.

Para el estudio funcional en levaduras se utiliz6 la mezcla de mutantes en las 3 Prolinas
mencionadas, de la cual desconocemos su composicion por tratarse del producto de la reaccién de
mutagénesis con cebadores degenerados (ver métodos de la seccidon “Mutagénesis sitio dirigida”
mas adelante). Mientras tanto, para los estudios estructurales en cultivos celulares se emplearon 4
mutantes especificos originados a partir de la mutagénesis con cebadores degenerados
anteriormente mencionada (ver métodos de la seccidon “Mutagénesis sitio dirigida” mas adelante).

Ademas, también consideramos para todos los experimentos con los dos sistemas los cambios
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sindnimos detectados en el andlisis previo sobre muestras de cancer colorectal: 108G>A (tercera

base del codén nimero 36 codificante para una Prolina del dominio TAD de P53) y 1014C>T

(tercera base del codén numero 338 codificante para una Fenilalanina del dominio TET de la

proteina) (ver resultados de la seccion “Analisis de la secuencia codificante de TP53 en muestras

tumorales” presentados anteriormente).

Las mutaciones estudiadas se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Mutantes sindnimos estudiados. Se muestran los codones afectados, la secuencia codificante de los

codones salvajes en cada posicion, asi como la secuencia mutante para cada uno de ellos, cuando

corresponde. También se muestra la frecuencia de utilizacion de cada uno de los codones por cada 1000

codones utilizados en humanos, segun el uso de codones de las proteinas ribosomales (ver seccidn “Analisis

del uso de codones de TP53” mas adelante).

Mutante Codones (Frecuencia/1000)
36 151 152 153 338

WT CCG (4,2) CCC (15,2) CCG (4,2) CCC (15,2) TTC(17,7)
Prol CCA (10,4) CCA (10,4) CCC (15,2)

Pro2 CCU (16,0) CCG (4,2) CCG (4,2)

Pro3 CCC (15,2) CCG (4,2) CCA (10,4)

Pro4 CCG (4,2) CCU (16,0) CCG (4,2)

108G>A CCA (10,4)

1014C>T TTT (12,1)

5.1.2. Vectores y construcciones plasmidicas de TP53.

e Plasmido de expresion en células humanas.

La secuencia codificante de TP53 salvaje clonada en el plasmido pcDNA3 (Invitrogen)

(pcDNA3-TP53wt) (Figura 11) asi como la del mutante de sustitucién de Arginina a

Histidina en la posicidon 175 (pcDNA3-TP53R175H) fueron cordialmente cedidos por el Dr.

Robin Fahraeus, Institut de Génétique Moléculaire, Hopital St. Louis, Université Paris 7,

Paris, France.

e Plasmido de expresion en levaduras.

El pldsmido pSS16 conteniendo los extremos 5’ y 3’ de la secuencia codificante de TP53

(Figura 11) fue cordialmente cedido por el Dr. Marc Blondel, Faculté de Médecine et des

Sciences de la Santé, Université de Bretagne Occidentale, Brest, France.
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Figura 11. Vectores utilizados para expresar la proteina en los diferentes sistemas. Se muestran las
caracteristicas de cada uno de ellos. pSS16: Plasmido para expresién de P53 en levaduras. AMP'; resistencia
a ampicilina, gen de p-lactamasa. ori; secuencia de origen de replicacion bacteriano. Z’; gen de B-
galactosidasa. ADH1 promoter; promotor de la enzima Alcohol Deshidrogenasa 1. URA3; gen URA3,
orotodine 5-fosfato decarboxilasa (ODCasa), utilizado como interruptor de la secuencia de TP53. CYC1;
terminador del gen de citocromo c1. CEN/ARS; secuencia centromérica CEN6 y secuencia de replicacién
auténoma de levaduras para replicar el plasmido y mantenerlo en bajo nimero de copias. LEU2; gen LEU2,
Beta-Isopropilmalato Deshidrogenasa (IMDH). pcDNA3: Plasmido para expresién de P53 en células
humanas, y utilizado como molde para obtener los mutantes estudiados. Ampicilin; resistencia a ampicilina,
B-lactamasa. T7; promotor de transcripcion para la ARN polimerasa del fago T7. SP6; promotor para la ARN
polimerasa de SP6 gen. F1 ori; origen de replicacion del fago F1. SV40; secuencia promotora y terminadora
del virus SV40. Neomycin; resistencia a neomicina, aminoglucésido fosfotransferasa. P CMV; promotor de
Citomegalovirus. BGH pA; sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino (BGH). ColE1;
factor colicinogénico.
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5.1.3. Células.

e Bacterias.
Para propagar los vectores se utilizaron las siguientes cepas de la bacteria E. coli
guimiocompetentes, dependiendo de la disponibilidad de stock: XL-1 Blue, Top10 y DH5-

Q.

e Levaduras.
Para el estudio de funcidn de P53 se utilizaron cepas YPH de S. cerevisiae, conteniendo los
tres elementos de respuesta estudiados, YPH-Bax, YPH-p21 8 YPH-RGC *?, derivadas de la
cepa YPH500 descrita por Sikorski y Hieter®™. Dichas células son mantenidas en medio YPD
solido (ver Anexo Medios de cultivo), y fueron cordialmente cedidos por el Dr. Marc

Blondel.

e (Células humanas.
El analisis de la conformacidon de P53 se realizé mediante la expresion de la proteina en
células H1299, linea establecida de carcinoma de pulmdn (non-small cell lung carcinoma)
derivadas del nodo linfatico. Esta linea celular no presenta expresién enddgena de P53
debido a que posee una delecién parcial del gen en ambos alelos. Dichas células son

mantenidas en medio RPMI 1640 completo (ver Anexo Medios de cultivo).

5.1.4. Medios de cultivo.

e Medio para bacterias LB (Luria-Bertani) con Ampicilina.

e Medio minimo para levaduras MML.

e Medio rico para levaduras YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose).
e Medio selectivo para levaduras Yeast —L,a sélido.

e Medio para cultivos de células de mamifero RPMI 1640 (Gibco).

5.2. Métodos.
5.2.1. Andlisis del uso de codones de TP53.

La frecuencia de utilizacidn del uso de codones de humanos y de la levadura S. cereviseae

fue estimada con el software CodonW utilizando como base de datos (“input”) las secuencias
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nucleotidicas de las proteinas ribosomales para cada uno de los organismos, las que se
descargaron de Ila base de datos RPG (Ribosomal Protein Gene Database,

http://ribosome.miyazaki-med.ac.jp/)*. Los datos obtenidos para caso se muestran en las Tablas

anexas A3 y A4: Uso de codones de Homo sapiens y S. cerevisiae, respectivamente, donde se
representan como frecuencia de cada coddn particular cada 1000 codones utilizados.

En base a estos resultados se analizé la frecuencia de utilizacidn de cada uno de los
codones codificantes de TP53, de forma de definir el comportamiento de cada uno de ellos en los
dos organismos. Dicho analisis fue realizado para aproximarnos a la velocidad local de traduccidn
del ARNm en ambos sistemas, buscando agrupaciones de codones frecuentes e infrecuentes,
asumiendo que los primeros serdn traducidos a mayor velocidad, contrario a lo que sucedera con
los codones utilizados en menor frecuencia. Este anadlisis fue fijado como forma de validar, a priori,
la aproximacion experimental planteada para analizar el efecto de las mutaciones sinénimas sobre
un gen humano como es TP53 expresado en levaduras.

El algoritmo empleado se denomina %MinMax y fue reportado por Clarke et al. *. Este
algoritmo define la relacidn entre la secuencia de un ARNm dado y las secuencias hipotéticas que
codifiquen para la misma proteina usando los codones mas infrecuentes (minimo) o los mas
frecuentes (maximo), como una funcién del promedio de la frecuencia de todos los codones
posibles. El mencionado trabajo describe puntillosamente cémo efectuar el mencionado algoritmo

y un esquema se muestra en la Figura 12.

5.2.2. Actividad de transactivacidon en levaduras: FASAY.

El sistema empleado para estudiar la funcidn de transactivacion de P53 en levaduras sobre
tres elementos de respuesta provenientes de genes regulados por la proteina (Bax, p21, RGC), se
denomina FASAY (Functional Analysis of Separated Alleles in Yeast) y fue reportado por Ishioka y

9394 Basicamente, este analisis permite evaluar la actividad transcripcional de P53

colaboradores
in vivo mediante la generacidn de diferentes colores de levaduras. La aparicidn (y los matices) de
color dependen del estatus de P53, encontrando variaciones de color desde blanco para una
colonia que expresa la proteina totalmente funcional, a rojo para colonias en las que la

transactivacion de P53 no es funcional.
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Figura 12. Calculo del algoritmo %MinMax. Analisis de %MinMAXx para el pentapéptido MKSRT, codificado
por AUGAAGUCGAGGACC (numero total de codones por aminoacido: M, 1; K, 2; S, 6; R, 6; T, 4). Se muestran
tabuladas tres frecuencias absolutas para cada coddn de E. coli obtenidas con KazUSA: (i) Frecuencia con
que este codon particular es usado en el genoma completo de E. Coli (Actual), (ii) Frecuencia del condén mas
frecuente para ese aminodcido (Max), y (iii) Frecuencia del codén menos utilizado para ese aminoacido
(Min). También se calcula una frecuencia de uso promedio (Avg) para cada residuo, sumando las frecuencias
individuales de cada coddn y dividiéndola por el nimero de codones (para cada residuo). Los valores
obtenidos son tipicamente promediados en una ventana de 18 aminoacidos (en este ejemplo se usa una
ventana de 5). Esas cuatro frecuencias son utilizadas para calcular el %¥Max y %Min utilizando las ecuaciones
mostradas. Notar que solo se reportan los valores positivos. Un valor de %Min de 50 significa que esa
secuencia estd aproximadamente a la mitad entre la maxima rareza de codones y la secuencia promedio sin
desvios para esa region, pero es graficado como -50. Tomado textualmente de Clarke T. F. IV, Clark P. L. Rare

Codons Cluster. 2008 PLoS ONE 3(10) **.

La generacion de color se debe a la oxidacién del metabolito P-ribosilaminoimidazol (AIR),

intermediario de la via de sintesis de la Adenina, cuando las células carecen de la enzima que
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cataliza su pasaje a P-ribosilaminoimidazolcarboxilato, la fosforibolsilamino-imidazol-carboxilasa,
codificada por el gen ADE2. En este sistema, el gen ADE2 se encuentra bajo el control
transcripcional de los elementos de respuesta de Bax, p21, y RGC, los tres inducibles por P53. De
esta manera, células que carecen de P53, o cuya funcidn estd alterada, no seran capaces de
expresar la enzima codificada por ADE2 y por tanto estaran imposibilitados de metabolizar AIR, el
gue se acumulara en la célula. En condiciones aerobias, AIR es oxidado por el oxigeno dando un
producto de color rojo que tifie las células. Caso contrario, donde P53 no estd afectada, se inducira
la expresién del gen ADE2 quien catalizara el paso arriba mencionado evitando que se acumule
AIR, y por tanto manteniendo el color blanco normal de las colonias de levaduras.

Los elementos de respuesta estudiados fueron aislados de la regidn reguladora 5’ de genes
vinculados con vias particulares e importantes dentro de la célula: Bax es una proteina
proapoptética, p21 es un regulador del ciclo celular, capaz de inducir la interrupcion del mismo en
G1, y RGC es un cluster de proteinas ribosomales. La utilizaciéon de tres reguladores permite
analizar y comparar la funcionalidad de los diferentes mutantes en distintas situaciones.

Este abordaje requiere que las cepas de la levadura S. cerevisiae sean transformadas con el
plasmido (pSS16, ver Figura 11) lineal capaz de recombinar in vivo con productos de PCR de TP53
(“gap repair”) y expresar la proteina codificada por éstos, los que son transformados

conjuntamente con el plasmido.

5.2.3. Extraccion y caracterizacion de acidos nucleicos.

e Mutagénesis sitio dirigida.
Las mutaciones fueron generadas utilizando el Kit QuickChange® Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene), siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante.
El pldasmido conteniendo TP53wt (pcDNA3-TP53wt) fue amplificado por PCR en un
volumen final de 50 pL. Se utilizaron 50 ng de ADN, 125 ng de cada uno de los cebadores
(ver Tabla anexa Al: Cebadores utilizados), 1 pL de la mezcla de dNTPs y 2,5 U de ADN
polimerasa (PfuUltra HF DNA polymerase, Stratagene). Se incub6 30 s a 95 °C, y luego 20
ciclos de 30 sa 95 °C, 1 min a 53 °Cy 7 min a 68 °C en un equipo GeneAmp PCR System
2400 (Perkin Elmer). Luego, se agregaron 10 unidades de Dpnl para degradar el ADN
parental original y se incubd la reaccion durante 1h30 a 37 °C. Se emplearon 40 plL de

células E. coli XL-1 Blue competentes proporcionadas en el kit para la transformacion con 2
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ul de ADN de la reaccion mediante shock térmico. Los transformantes fueron
seleccionados en placas LB-Ampicilina. A partir de colonias seleccionadas, se extrajo el
ADN plasmidico y las mutaciones generadas fueron confirmadas por secuenciacion del

ADN.

Extraccién de ADN.

Se emplearon diferentes métodos de purificacion de ADN dependiendo de Ia
disponibilidad de reactivos y de la utilizacion posterior. Por tanto realizamos
minipreparaciones de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina, o mediante
utilizacion del Kit Nucleo Spin Exract Il (Macherey-Nagel). El ADN para las transfecciones
de células H1299 se obtuvo a través de una maxipreparacién de ADN plasmidico utilizando
el kit Endo Free® Plasmid Purification (QIAGen). En los casos en que fue necesario purificar
un fragmento de ADN especifico de una mezcla de moléculas se empleé el kit Nucleo Spin
Exract Il (Macherey-Nagel), a partir de ADN resuelto mediante electroforesis en geles de

agarosa.

Electroforesis en geles de agarosa.
Dependiendo de la disponibilidad de reactivos el ADN fue detectado utilizando Good View

1X (SBS) o Bromuro de Etidio 0,5 pg/mL.

Secuenciacion de ADN.
Se contraté el servicio de Secuenciacidn de la Unidad de Biologia Molecular del Institut

Pasteur de Montevideo.

Amplificacién por PCR de los mutantes de TP53 para estudios funcionales en levaduras.

Los amplicones de TP53wt, TP53R175H, TP53108G>A y TP531014C>T se obtuvieron por
reaccion de PCR utilizando como molde los plasmidos pcDNA3 conteniendo el gen
especifico para cada caso obtenido por mutagénesis sitio dirigida y empleando los
cebadores TP53 P3N y TP53 P4 (ver Tabla anexa Al: Cebadores utilizados). Para el caso de
los mutantes al azar en las Prolinas 151, 152 y 153, se realizé la reaccion de PCR propia del
ensayo de mutagénesis del kit QuickChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
(ver apartado “Mutagénesis sitio dirigida”), con el par de cebadores degenerados
disefados para este caso, TP53 Pro151-152-153-F y TP53 Pro151-152-153-R (ver Tabla

anexa Al: Cebadores utilizados), se digirid el ADN parental, y sin realizar transformacion,
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los productos de PCR se reamplificaron de la misma forma en que se realizd para las
mutaciones puntuales. Esta reaccidon de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 50 pL
con 1,5mM de MgCl,, 0,8 mM de cada dNTP (Invitrogen), 0,8 uM de cada cebador y 2
unidades de polimerasa de ADN (Tag DNA polymerase, Roche) para el caso de la mezcla de
mutantes en las Prolinas y TP53wt, y 4 unidades de ADN polimerasa (Expand Long
Template PCR System, Pfu, Roche) para el caso de las mutaciones puntuales, TP53wt y
TP53R175H. Para estos ultimos, se utilizaron 100 ng de ADN como molde, mientras que
para la mezcla de mutantes de Prolinas se emplearon 1,25 pL de la reaccién de
amplificacion de mutagénesis del paso anterior. Todas las reacciones se incubaron en el
termociclador Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer-Applied Biosystems) de la
siguiente manera: 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclosde 30sa94 °C,60sa50°Cy 80sa

68 °C, con una extension final de 10 min a 68 °C.

Digestidn del plasmido pSS16.

En 50 plL de reaccidn se utilizaron 5 pg de pSS16 y 20 unidades de Stul (Invitrogen) en
buffer B de Roche, y se incubdé a 37 °C durante 2 hs. A continuacién, se agregaron 20
unidades de Hindlll (Roche), completando el volumen total a 60 pL con buffer B de Roche
y agua destilada. Esta reaccion se volvié a incubar durante 2 hs a 37 °C. El producto de

interés se purificé luego de ser separado mediante electroforesis en gel de agarosa.

5.2.4. Transfeccidn de levaduras y células humanas.

Transformacién de levaduras para FASAY.

Se utilizan levaduras frescas con un mdaximo de una semana de crecimiento. Las lineas de
levaduras son mantenidas mediante pasaje en medio YPD sélido, incubandolas a 29 °C. El
protocolo de transformacién estd basado en el reportado por Ishioka y colaboradores .
Se realizé un precultivo de 5 mL de YPD liquido y se incubd a 29 °Cy 220 r.p.m. O.N. A
partir de éste, se inicié un cultivo en 10 mL en medio YPD con una concentracidn inicial de
levaduras de DOggy, de 0,15-0,20, y se incubd a 29 °Cy 220 r.p.m. hasta alcanzar una DOgq
de 0,6-0,8. Para volverlas competentes, se recuperaron las células mediante
centrifugacion a 5.000 r.p.m. durante 5 min, se resuspendieron en 1 mL de buffer TE/LiAc

(TrisHCI 10 mM, Acetato de Litio 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,5, esterilizado por filtracidn,
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0,22 um) y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga, donde se repitié el paso anterior.
Nuevamente se recuperaron las células por centrifugacion a 5.000 r.p.m. y se
resuspendieron suavemente en 100 pL (1/100 del volumen inicial de cultivo) de TE/LiAc.
Esta suspensidn celular se mezcld suavemente con 10 pL de ADN de esperma de salmdn
(ADN SS, 10 mg/mL, Sigma Aldrich), 100 ng de plasmido pSS16 digerido y purificado, 550
puL de buffer PEG/TE/LiAc (PoliEthyleneGlycol MW 3.500 40% (w/v) en buffer TE/LiAc,
esterilizado por filtracién, 0,22 um) y 10 puL de producto de PCR. La mezcla se incubd a 30
°C (puede también realizarse a RT) durante 30 min con agitacidn suave. Posteriormente, se
incubé en bafio de agua a 42 °C durante 15 min para efectuar un choque térmico. Las
células se recuperan por centrifugacién a 5000 r.p.m. durante 5 min y se resuspenden en
200 pL de medio minimo MML (ver anexo medios de cultivo). Se plaqued el volumen
necesario (tipicamente entorno a 50 pL) en medio sélido selectivo sin Leucina, Yeast —L, a

(ver Anexo Medios de cultivo) y se incubd a 29 °C hasta observar el desarrollo de color.

e Transfeccion de células H1299.
La transfeccion de ADN se realizdé en placas de 10 cm de didmetro conteniendo células
H1299 con un crecimiento de entre 70 y 90 % de confluencia. Dicho estado se alcanzé
luego de incubar la placa sembrada con 1x10° en 10 mL de medio RPMI 1640 (Gibco)
completo durante aproximadamente 48 hs a 37 °C en atmdsfera controlada con 5 % de
CO,. 400 uL de medio RPMI 1640 (Gibco) libre de aditivos, previamente incubado a 37 °C,
fueron mezclados con 10 pL de Genejuice (Novagen), e incubados a temperatura
ambiente durante 5 min. A esta mezcla se le agregd 7,5 puL de ADN (0,3 pg/uL), se mezclé
gentilmente y se incub6é 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, el volumen fue
transferido a la placa de 10 cm de didmetro conteniendo las células, y se incubaron

durante 48 hs a 37 °C en atmosfera controlada con 5 % de CO,.

5.2.5. Extraccion, preparacion y caracterizacién de proteinas.

e Lisis de células H1299.
Se descartd el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con 15 mL de PBS 1X frio. Se
descarté completamente el PBS, y las placas secas se sellaron con parafilm y se incubaron

a -80 °C O.N. Se agregaron 300 pL de buffer de lisis (20 mM TrisHCI pH 7,5, 150 mM Nadl,
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1 % NP40, adicionado con una tableta de cdctel de inhibidores de proteasas, Protease
inhibitor complete (Roche), cada 15 mL de buffer) asegurandose de distribuirlo
homogéneamente por toda la placa. Las células fueron removidas de la placa con un
rastrillo y se transfirié el lisado celular a un tubo eppendorf. Se incubd en hielo durante 90
min con ciclos de vortex cada 10 min y finalmente, se incubd a -20 °C O.N. El lisado se

centrifugd a maxima velocidad durante 20 min a 4 °Cy se recuperd el sobrenadante.

Cuantificacién de proteinas.

Se determiné la concentracién de proteinas por el método de Bradford con el reactivo Bio-
Rad Protein Assay, utilizando 1 mL del mismo y 4 uL de muestra o de solucidn estandar de
BSA para realizar la curva de calibracidn. Se incubaron 5 min a temperatura ambiente. La
determinacién de la concentracién de proteinas se realizé por triplicado mientras que las
de los puntos de calibracidn se realizaron por duplicado. 20 puL de la mezcla se utilizaron
para leer la absorbancia a 595 nm en lector de placa FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech,

Alemania).

Inmunoprecipitacion.

Por cada ensayo de inmunoprecipitacion (IP) se utilizaron 100 pg de proteinas totales
alicuotadas en un volumen final de 500 pL completado con buffer de lisis. Para
preclarificar el extracto proteico se agregaron 20 plL de esferas de sefarosa unidas a
proteina G, previamente lavadas 3 veces con PBS 1X frio y resuspendidas en buffer de lisis
en el mismo volumen que el tomado originalmente, y 2 pL de suero normal de ratén o
conejo (Dako), y se incubd con rotacién suave durante 30 min a 4 °C. Se centrifugd a 8000
r.p.m. durante 2 min a 4 °Cy se transfirio el sobrenadante preclarificado a un nuevo tubo,
al que se le agregd 30 plL de esferas sefarosa-proteina G y 1 pg de anticuerpo en el caso
CM-1y Ab240, y 1,5 pg para el caso de Ab1620, y se incubd la mezcla O.N. con rotacidn a
4°C. El inmunoprecipitado se recuperd por centrifugacién a 8.000 r.p.m. durante 2 min a
4°C. Se realizaron 3 lavados de 300 uL cada uno de la siguiente manera; lavado 1: 2/3 de
buffer de lisis y 1/3 de PBS 1X; lavado 2: 1/3 de buffer de lisis y 2/3 de PBS 1X; lavado 3:
1/6 de buffer de lisis y 5/6 de PBS 1X. En todos los lavados los componentes se
encontraban a 4 °C, y entre ellos se realizé una centrifugacion a 8.000 r.p.m. y 4 °C durante
2 min. Se descarté el sobrenadante con cuidado para minimizar el arrastre de complejos

precipitados. Finalmente, los complejos formados se resuspendieron en 50 pL de buffer de
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muestra 2X (125 mM Tris pH 6,8, 20% (v/v) Glicerol, 2% (w/v) SDS, 2% (v/v) 2-

mercaptoetanol, 0,001% (w/v) Bromofenol Blue) para SDS-Page.

e SDS-Page.
Las muestras de proteina de IP (15 pL) y de extractos totales (10 pg de proteinas totales)
se resolvieron en geles pre empaquetados con gradiente de poliacrilamida de 4 a 12 %

(Invitrogen).

e Western blot.
Las proteinas resueltas en la electroforesis se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa
BioTrace™ NT Transfer Membrane (PALL Life Sciences, Estados Unidos) por medio de una
transferencia semihimeda a 110 mA durante 120 min. Anticuerpos especificos
(monoclonal anti P53, clon DO1 (Dako) y monoclonal anti actina) se utilizaron para
detectar la localizacién de las proteinas de interés, y anticuerpos secundarios unidos a
Peroxidasa de rabano (HRP) se emplearon para detectar la localizacidon de los anticuerpos
primarios. La deteccion se realizd empleando el reactivo quimioluminiscente ECL (GE
Healthcare) y se revelé en el equipo AGFA CURIX-60 (Agfa HealthCare Corporation,

Estados Unidos).

5.3. Resultados.

Se eligieron dos sistemas, levadura y cultivo de células humanas, para abordar el efecto de
algunas mutaciones sindnimas sobre la estructura/actividad de P53; 108G>A, 1014C>T, y Prol,
Pro2, Pro3 y Pro4 en el caso de las conformaciones generadas en cultivos celulares, y de una
mezcla de combinaciones de mutaciones sinénimas en los codones de las Prolinas 151, 152 y 153
para el estudio de la funcién de activacién transcripcional de P53 en levaduras (ver seccidon
“Métodos”).

Cada uno brinda informacién diferente acerca de la estructura y funcion de P53. El método
de FASAY en levaduras permite evaluar la actividad de P53 como factor de transcripcién de ciertos
promotores blanco vinculados a vias celulares centrales; Bax, p21, RGC.

La expresién de los diferentes mutantes en cultivo de células humanas H1299, vy la

posterior inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos conformacionales (salvaje y desnaturalizada
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o parcialmente desnaturalizada) constituye la metodologia empleada para aproximarnos de forma

mas directa a la posible variacion de la conformacion de P53.

5.3.1. Andlisis del uso de codones de TP53.

Los resultados de la comparacién del uso de codones de TP53 en humanos y en la levadura
S. cerevisiae se muestran en la Figura 13. Para realizar este algoritmo, tomamos la frecuencia de
utilizacidon de los diferentes codones en proteinas de alta expresion (proteinas ribosomales) en
cada uno de los organismos, y aplicamos lo obtenido a la secuencia codificante de TP53. De esta
manera podemos detectar zonas en las que se agrupen codones frecuentes (rdpidos) o
infrecuentes (lentos), y definir para un coddn particular de TP53 el comportamiento que tendria

en ese organismo.

Donfinio de Region Rica en Prolina

trafsactivacién (TAC) (PRR) Tetramerizatich (TET)

Figura 13. Comparacion del uso de codones de TP53 en humanos y en la levadura S. cerevisiae utilizando el
algoritmo %Min/Max. Se muestra el grafico del valor de Min/Max calculado en ventanas de 18 codones de
acuerdo a la frecuencia de uso del mismo en cada organismo en funcién del numero de codén. Se indica la
extensidn de cada dominio de la proteina bajo el grafico. El grafico en azul corresponde a humanos mientras

que el bordeau a levaduras.

De acuerdo a la figura, vemos que existen diferencias en cuanto a la frecuencia de
utilizacion de codones entre humanos y levaduras. Sin embargo, exceptuando tres zonas
particulares (codones 1 a 30, 131 a 150 y 193 a 221), y sin considerar los valores absolutos
obtenidos, podemos decir que la tendencia en cuanto a la “velocidad” de traduccion local se
mantiene, lo que estd dado por la forma que describen ambos gréficos en la mayor parte de la
secuencia codificante de TP53. Esa tendencia sugeriria que al menos la variacion de la cinética

local de la traduccion seria parecida.
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5.3.2. Actividad de transactivacién en levaduras: FASAY

El sistema FASAY permite estudiar la funcidn de transactivacién de P53 en levaduras sobre
tres elementos de respuesta provenientes de genes regulados por la proteina (Bax, p21, RGC).
Basicamente, la técnica permite evaluar la funcionalidad de P53 a través de la coloracion que
adquiere la colonia de levadura. La aparicidn (y las variantes) de color dependen del estatus de
P53, el que puede ir desde color blanco a rojo como consecuencia de la expresiéon o no del gen
reportero ADE2. Dicho gen se encuentra bajo el control transcripcional de los elementos de
respuesta de Bax, p21, y RGC, los tres inducibles por P53. El producto del gen ADE2, la enzima
fosforibolsilamino-imidazol-carboxilasa, es sintetizado cuando P53 es funcional, generando
colonias de color blanco, mientras que las colonias de color rojo se originan cuando la
transactivacioén por parte de P53 no es funcional.

La utilizacion de tres cepas con elementos de respuesta provenientes de tres genes
inducibles por P53 permite comparar la actividad de los distintos mutantes en relaciéon a las
diferentes vias, lo que depende de la interaccién particular entre P53 y el promotor, pero también
de la interaccion con factores de transcripcidon accesorios vinculados con algunas de las vias
estudiadas.

Metodoldgicamente, es necesario transformar las levaduras S. cerevisiae cepa YPH-Bax,
YPH-p21 y YPH-RGC, con un plasmido capaz de recombinar con amplicones de TP53 (mecanismo
denominado “gap repair”) y expresar la proteina, junto con los productos de TP53 de interés
amplificados por PCR. El pldasmido de expresion en levaduras utilizado fue el pSS16. Dicho vector
contiene el marcador de seleccion Leu2, el promotor del gen ADH2 que se encuentra hacia el 5’ de
la secuencia codificante de TP53, y regula su expresion, y hacia el extremo 3’ de la secuencia de
TP53 se encuentra el terminador CYC1 (ver Figura 11). La region codificante de TP53 se encuentra
interrumpida por el marcador URA3 entre los codones 67 y 346 (ver Figura 11). pSS16 fue digerido
con las enzimas Hindlll y Stul, lo que libera el marcador URA3 y origina la linearizacién de pSS16
que contiene parte de la secuencia de TP53 en cada uno de los extremos y que actuaran como
zona de homologia en la recombinacién. Este plasmido digerido fue purificado de un gel de
agarosa, e introducido en las levaduras junto con el producto de PCR de TP53 de interés (ver
Figura 14), y ADN de esperma de salmén como “carrier”. En este trabajo, se estudié la
funcionalidad de P53 conteniendo los dos cambios sindnimos detectados en el analisis de la

secuencia codificante de muestras tumorales provenientes del Hospital de Cancer A. C. Camargo,
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el polimorfismo 108G>A y el cambio 1014C>T, y la mezcla de mutantes sindnimos con las 64
combinaciones posibles para los 3 codones de las Prolinas 151, 152 y 153.
Las levaduras transformantes fueron seleccionadas en el medio Yeast —L, a, las que se

incubaron durante 5 dias a 29 °C para que se genere el color.

Figura 14. Amplificacidon de TP53 para FASAY.
Se utilizaron como molde los plasmidos
pcDNA3-TP53 conteniendo las diferentes
mutantes y controles. 5 pL de los productos
de PCR se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa, Bromuro de Etidio 0,5 pg/mL,
revelando la presencia del amplicén esperado
de 1064 pb sefialado en la figura (cebadores
TP53 P3N y TP53 P4). Carril 1: Marcador de
peso molecular, 1 Kb ladder, Fermentas.
Carriles 2, 3, 4 y 5: p53 wt, R175H, 108G>A y
1014C>T, respectivamente.

5.3.2.1. Control negativo.

El ensayo para cada una de las sustituciones puntuales se realizd6 4 veces de forma
independiente. En cada ensayo el control negativo representado por la sustitucion aminoacidica
R175H que induce la pérdida de la capacidad de unién de la proteina al elemento de respuesta,
origind mayormente colonias de color rojo. Este fenotipo es consecuencia de la ausencia de P53
funcional dentro de la célula quien es incapaz de guiar la expresion del gen ADE2 (ver Figuras 15,
16 y 17). Las colonias de color blanco detectadas en estos ensayos, de menor tamafio que las
colonias normales, se denominan mutantes “petites” y son producto de mutaciones en alguno de

los genes de la respiracion. Estas colonias no son consideradas en el conteo de transformantes.

5.3.2.2. Control positivo.

Las colonias obtenidas en la transformacidon con el gen salvaje resultaron mayormente
colonias de color blanco, reflejo de la expresion del gen ADE2 como consecuencia de la induccién
por parte P53. Este fenotipo de colonias fue claramente visible para las cepas conteniendo los

elementos de respuesta p21 y RGC, donde 93,8% y 94,9% de las colonias transformantes
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resultaron de color blanco, respectivamente. Los transformantes de la cepa conteniendo el
promotor de Bax demostraron un color rosado-rojizo tipico de una situacidn en la que la funcién
de P53 no es normal, en el 100% de los casos. Este patrén de coloracion sugiere una falta de
capacidad del elemento de respuesta de Bax de reclutar los factores necesarios para llevar a cabo
la transcripcion del gen ADE2, particularmente el reclutamiento de P53 en el sistema de levaduras

(ver Figuras 15, 16y 17).

5.3.2.3. Mutantes analizados.

El resultado obtenido para los cambios puntuales sinénimos y la mezcla de mutantes al
azar en la zona de las Prolinas 151, 152 y 153, muestra colonias rosado-rojizo en el 100% de los
casos para la cepa YPH-Bax (Figura 15). La presencia de colonias con este fenotipo sugiere, en
general, la ocurrencia de la pérdida de funcidn de P53. Sin embargo, al considerar el resultado de
la transformacién de la cepa YPH-Bax con el control positivo presentado mas arriba (100% de
células de color rosado-rojizo) apoya la idea de que el elemento de respuesta de Bax no reclutaria
a P53 en estas condiciones.

Por otro lado, las cepas conteniendo los elementos de respuesta de p21 y RGC
transformadas con TP53108G>A y TP531014C>T originaron colonias transformantes de color
blanco en los diferentes ensayos independientes realizados (YPH-p21/108G>A; 93,8%, YPH-
p21/1014C>T; 95,5%, YPH-RGC/108G>A; 94,9%, y YPH-RGC/1014C>T; 94,3%, ver Figuras 16 y 17 y
Tabla 6), similares a lo observado para el control positivo de cada transformacién, pero
notablemente diferentes al resultado alcanzado con el control negativo de cada ensayo. En las
placas también se formd una pequefa cantidad de colonias de color rojo, en torno al 5% en todos
los casos. Estas colonias se asumen como consecuencia de transformaciones con amplicones de
TP53 conteniendo posibles errores introducidos en la amplificacién por PCR. Estos errores en
general originan la pérdida de funcién de P53, como ha sido reportado anteriormente **%°.

El hecho de que la gran mayoria de las colonias obtenidas en las transformaciones con
TP53 conteniendo mutaciones sinénimas puntuales (108G>A y 1014C>T) indica que éstas no
producen una modificacion detectable de la capacidad de P53 de activar la transcripcién de p21y

RGC, en las condiciones experimentales ensayadas.
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108G>A

Pro151-152-
153

Figura 15. Resultado de FASAY para cepa YPH-Bax.. Se muestran las placas obtenidas al realizar una de las
transformaciones de las levaduras S. cerevisiae conteniendo el elemento de respuesta del gen Bax con los
productos de PCR de los diferentes mutantes de TP53. 50 uL de la mezcla de transformacién fueron
plaqueados en medio selectivo Yeast —L,a, e incubado a 292C durante 5 dias. El mutante analizado en cada

caso se sefiala en la figura.
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108G>A

Pro151-152- 48
153 X

Figura 16. Resultado de FASAY para cepa YPH-p21.. Se muestran las placas obtenidas al realizar una de las
transformaciones de las levaduras S. cerevisiae conteniendo el elemento de respuesta del gen p21 con los
productos de PCR de los diferentes mutantes de TP53. 50 uL de la mezcla de transformacion fueron
plaqueados en medio selectivo Yeast —L,a, e incubado a 292C durante 5 dias. El mutante analizado en cada

caso se sefiala en la figura.
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Pro151-1524
153 :

Figura 17. Resultado de FASAY para cepa YPH-RGC.. Se muestran las placas obtenidas al realizar una de las
transformaciones de las levaduras S. cerevisiae conteniendo el elemento de respuesta del gen RGC con los
productos de PCR de los diferentes mutantes de TP53. 50 uL de la mezcla de transformacién fueron
plaqueados en medio selectivo Yeast —L,a, e incubado a 292C durante 5 dias. El mutante analizado en cada

caso se sefiala en la figura.
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Tabla 6. Resultados de los ensayos de FASAY. Se muestran los porcentajes de colonias blancas y rojas
transformantes obtenidas para cada cepa con cada uno de los amplicones de TP53 utilizados para dos
diferentes ensayos. Se muestra el promedio y el desvio estandar para cada uno de los valores. Transf. Ay
Transf. B representan dos de las transformaciones realizadas, para las que se cuenta con el nimero de
colonias obtenidas. Para el caso de los mutantes de Prolinas, una de las transformaciones fue realizada junto
con el resto de los mutantes y controles utilizando las diferentes enzimas polimerasas de ADN dentro del
mismo ensayo como describe el texto, mientras que la restante fue realizada junto con el control positivo
TP53wt solamente, y utilizando en ambos casos la enzima polimerasa con la que se pudo amplificar los

mutantes de Prolina (Tag DNA polymerase, Roche).

Cepa P53 N2 de colonias Blancas N2 de colonias rojas
Trasnf. A Transf.B Promedio Desvio Transf. A Transf.B Promedio Desvio
wt 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0
R175H 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0
Bax 108G>A 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0
1014C>T 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0
Pro* 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0
Wt 94,2 93,4 93,8 0,4 5,8 6,6 6,2 0,4
R175H 0,0 0,2 0,1 0,1 100,0 99,8 99,9 0,1
p21 108G>A 92,7 94,8 93,8 1,0 7,3 5,2 6,2 1,0
1014C>T 96,5 94,4 95,5 1,0 3,5 5,6 4,5 1,0
Pro* 54,4 68,3 61,3 6,9 45,6 31,7 38,7 6,9
wt 95,5 94,4 94,9 0,6 4,5 5,6 51 0,6
R175H 0,0 0,7 0,3 0,3 100,0 99,3 99,7 0,3
RGC 108G>A 95,3 94,4 94,9 0,5 4,7 5,6 51 0,5
1014C>T 93,3 95,4 94,3 1,0 6,7 4,6 5,7 1,0
Pro* 48,5 45,1 46,8 1,7 51,5 54,9 53,2 1,7

Sin embargo, el resultado de la transformacion de las cepas conteniendo los elementos de
respuesta de p21 y RGC con el producto de amplificacién de los mutantes en las Prolinas 151, 152
y 153 muestra un patrén diferente. El nimero de colonias blancas y rojas en cada uno de los
ensayos es similar, y los valores son alejados de los esperados si las mutaciones no indujeran
cambios en la actividad de P53: Las colonias rojas alcanzan el 31,7% y el 54,9% de las totales para
el ensayo con YPH-p21 e YPH-RGC, respectivamente (Figuras 16 y 17 y Tabla 6). Este resultado

sugiere que al menos en algunas de esas colonias de color rojo existe una modificacidon que afecta
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la funcion de P53 de activador de la transcripcién a partir de los elementos de respuesta
mencionados en el sistema empleado.

Considerando que la enzima ADN polimerasa utilizada para amplificar los mutantes en las
Prolinas (Tag DNA polymerase, Roche) no es la misma que la empleada en los casos anteriores
para los mutantes puntuales y los controles TP53wt y TP53R175H (Expand Long Template PCR
System, Pfu, Roche), se realizé una amplificacién de TP53wt en estas mismas condiciones para

verificar que no exista un efecto del diferente grado de fidelidad de cada una de las enzimas.

5.3.2.4. Repeticion del estudio para mutantes de Prolinas con ADN polimerasa sin correccion de

pruebas.

Luego de transformar las levaduras con los diferentes productos de amplificacion se
determind el nimero de colonias rojas originadas en el ensayo realizado con amplicones de
mutantes de Prolinas originados con la enzima Taq DNA polymerase (Roche) (Transf. B, 31,7% para
YPH-p21 y 54,9% para YPH-RGC). Se establecié que el nimero de colonias sin funcidon de P53 es
similar al observado anteriormente (Transf. A, 45,6% para YPH-p21y 51,5%) (Tabla 6). Ademas, en
ambos casos la cantidad de colonias rojas resultantes representan un valor mayor al esperado
para ser atribuidas a errores de amplificacién por PCR en presencia del gen normal.

Para el caso de las transformaciones con amplicones TP53wt originados con ambas
enzimas, los resultados en ambos casos presentan un patrén similar; la mayoria de las colonias
obtenidas son de color blanco, aunque el nimero de colonias rojas se ve levemente incrementado
al utilizar la enzima sin correccion de pruebas, ver Figuras 16, 17 y 18.

Los resultados expuestos mas arriba donde fueron apreciadas diferencias de color entre
las levaduras transformadas con diferentes construcciones de TP53 corresponden a los ensayos
realizados con los elementos de respuesta de p21 y RGC. Por el contrario, los experimentos
realizados con el elemento de respuesta de Bax y amplicones producidos con la enzima Taqg DNA
polymerase (Roche) arrojaron en su totalidad transformantes de color rojizo-rosado. Este
resultado es el mismo que el presentado mas arriba para transformaciones realizadas con el gen
salvaje, con las mutaciones puntuales y con la mezcla de mutantes (ver Figura 18). Estos
resultados indican que las diferencias en el niumero de colonias rojas/blancas entre las
transformaciones realizadas con TP53wt y con la mezcla de mutantes de Prolinas, al utilizar
cualquiera de las dos ADN polimerasas, no se deberian a errores introducidos en la reaccién de

amplificacion.
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Ademas, el numero de colonias rojas observado se encuentra muy por encima del valor
umbral de colonias rojas que se obtienen por errores de amplificacién introducidos por las
enzimas polimerasas, el que alcanza el 5 % ***°. Este resultado ofrece mas confianza a la hipétesis
del posible efecto de algunas de las mutaciones introducidas en la region rica en Prolinas sobre la
funcidn de transactivacion de P53 en muchas de las colonias rojas resultantes.

Considerando que algunas de las mutaciones generadas podrian generar la diferencia
sefialada anteriormente, intentamos identificarlas mediante la recuperacién del ADN de las
colonias de color rojo y la secuenciacidn el gen de TP53. Este hito se intentd completar pero no se
logré purificar ADN de calidad para someterlo a secuenciacion. Para alcanzar este objetivo se
realizardn nuevas transformaciones de la forma descrita anteriormente con los amplicones
correspondientes a la mezcla de mutantes de Prolinas, y las colonias rojas seran sometidas a
extracciéon de ADN plasmidico (pSS16-TP53). La region de TP53 serd secuenciada de forma de

identificar la mutacién responsable del fenotipo, lo que estimamos concluir a la brevedad.

5.3.3. Variantes conformacionales de P53 en células humanas en cultivo.

En este trabajo propusimos estudiar el efecto que podrian tener algunas mutaciones
sinénimas sobre la estructura de P53, mediante la utilizacién de anticuerpos conformacionales
especificos. Para esto, se expresé P53 in vivo en células humanas H1299 que no presentan
expresion enddégena de P53. Estas células fueron transfectadas con las construcciones TP53wt,
TP53R175H, TP53108G>A, TP531014C>T, TP53Prol, TP53Pro2, TP53Pro3 y TP53Pro4, como se
describié anteriormente. Transcurridas 48 hs, tiempo en el que se expresa la proteina, se lisaron
las células y se obtuvieron los extractos totales, que fueron utilizados en ensayos de IP con
anticuerpos conformacionales.

En este trabajo se utilizaron 3 anticuerpos. CM-1 es un anticuerpo policlonal, que se une a
la molécula P53 en cualquier conformacion y sera utilizado para estimar la cantidad total de P53.
Para reconocer la conformacién nativa utilizamos el anticuerpo monoclonal Ab1620 que tiene baja
afinidad por conformaciones desnaturalizadas. Por el contrario, el anticuerpo monoclonal Ab240
se une especificamente a un epitope lineal (aminodcidos 213 a 217) normalmente “enterrado” en
el interior de P53. Este epitope queda expuesto en moléculas desnaturalizadas o parcialmente

desnaturalizadas **’.
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WT

Mutantes Pro

Figura 18. Resultado
FASAY con enzima Taq
sin correccion de
prueba. Se muestran las
placas  obtenidas al
transformar las
levaduras S. cereviseae
conteniendo los
diferentes elementos de
respuesta, con los
productos de PCR de los
mutantes de las Prolinas
151, 152,y 153 de TP53,
amplificados con la
enzima Taq DNA
polymerase, Roche. 50
pL de la mezcla de
transformaciéon  fueron
plagueados en medio
selectivo Yeast -L,a, e
incubado a 292C durante
5 dias. El elemento de
respuesta y el mutante
analizado en cada caso
se sefalan en la figura.
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Los ensayos de inmunoprecipitacion se llevaron a cabo utilizando esferas de sefarosa
unidas a Proteina G a partir de cantidades iguales de proteinas totales. Las proteinas
inmunoprecipitadas se resolvieron mediante SDS-PAGE y se analizaron las cantidades relativas de
cada conformacidon por western blot (como se describe en materiales y métodos). Este
procedimiento se repitié 5 veces de manera independiente. Los primeros 4 dieron resultados poco
coherentes y fueron descartados del andlisis. Por tanto, nos concentraremos en analizar los datos
obtenidos en un Unico ensayo coherente.

La cantidad de proteina de los extractos totales utilizada para cada inmunoprecipitacién se
mantuvo constante. Esta fue estimada por el método de Bradford y controlada mediante

deteccién de actina, por western blot, como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Control de la cantidad de proteina total. Se muestra el resultado de la deteccion de actina para el
extracto total de cada una de las transfecciones con los diferentes constructos de TP53, como control de la
cuantificacién de proteinas. Se sembraron 10 pg de proteinas totales y la actina se detecté sobre la
membrana de Nitrocelulosa con una dilucién 1:5000 del anticuerpo primario y dilucion 1:2000 del

anticuerpo secundario.

La Figura 19 muestra que el nivel de actina se mantiene constante en los extractos
proteicos de las células transfectadas con las diferentes construcciones de TP53. De esta manera
podemos considerar que la cantidad de proteinas totales utilizada para los ensayos de
inmunoprecipitacidn es equivalente y no afectaria los resultados.

La cantidad de P53 en los extractos totales y en los inmunoprecipitados fue estimada por
western blot. Se utilizé el anticuerpo policlonal CM-1 para las inmunoprecipitaciones con
anticuerpos conformacionales y DO-1 para la IP con CM-1.

Los resultados se muestran en la Figura 20. En todos los casos se observa la presencia de
una banda en el entorno de los 50 kDa correspondiente al mondmero de P53 (de tamafo

molecular aparente de 53 kDa) como se esperaba. El control negativo, la transfeccidon con el
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plasmido de expresion sin el inserto de TP53, no reveld la presencia de P53 en ninguno de los
casos como se esperaba.

Es de destacar la variacion en los niveles de expresién de P53 para las diferentes
construcciones analizadas. Aunque no es posible realizar una cuantificacién del nivel de proteina
presente en cada caso, si podemos comparar la intensidad de las bandas en el ensayo. El analisis
de la fraccidn total muestra que P53 se encuentra, de forma muy notoria, muy expresada en el
caso de la mutacién utilizada como control negativo, TP53R175H. Este resultado es el esperado ya
gue el cambio de Arg por His en esa regién induce un cambio de conformacién de P53 que resulta

mas estable.
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65 + Figura 20. Andlisis de las cantidades
relativas de las conformaciones de
50 eum @D . R —— P53 expresadas en células H1299.
Se muestran ensayos de WB contra
la proteina P53 inmunoprecipitada
(IP) con diferentes anticuerpos: CM-
30 - FT 1, anticuerpo policlonal; Ab1620;
65+ anticuerpo monoclonal contra P53

salvaje; Ab240, anticuerpo

monoclonal contra P53
0 - . - - - - - desnaturalizada o parcialmente

desnaturalizada. FT, Extracto total
30 d-— IPCM-1 de proteinas. Se sembraron 10 pg
654‘ de proteinas totales del extracto

total y 15 uL de cada
inmunoprecipitacion.
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Las cantidades de P53 obtenidas al expresar los mutantes sinénimos y TP53wt son
similares. Aunque es posible notar que el nivel de P53 detectado para las construcciones TP53wt,
TP531014C>T y TP53Pro2 es mayor en comparacion a las restantes TP53108G>A, TP53Prol,
TP53Pro3 y TP53Pro4, en ninglin caso se comparan con lo observado para la mutacion R175H.

El resultado de la inmunoprecipitacidon con el anticuerpo CM-1 utilizado como control de la
cantidad de P53wt y mutantes muestra variaciones. De la misma forma como ocurrié con el
extracto total, P53 conteniendo el cambio R175H se detecta en mayor cantidad que la codificada
por TP53wt y los demds mutantes. Sin embargo, el mutante que le sigue al control TP53R175H en
nivel de expresion es TP53Prol, el que se encontraba dentro del grupo de los menos
representados en la fraccion total. En un mismo nivel de proteina expresada se encuentran las
construcciones TP53wt, TP53Pro2, TP53Pro3 y TP53Pro4, y finalmente las mutantes sindnimas
puntuales TP53108G>A y TP531014C>T, lo que en algunos casos esta en desacuerdo con lo
observado en el andlisis del extracto total. Las variaciones en el nivel de expresidon pueden afectar
el resultado de las inmunoprecipitaciones con los anticuerpos conformacionales, siendo necesaria
una normalizacidn respecto a los niveles de P53 en el extracto de proteinas totales.

Los resultados de las inmunoprecipitaciones con los anticuerpos Ab1620 y Ab240
muestran que la proteina salvaje y conteniendo la mutacidn R175H se distribuyen de diferente
manera: P53 codificada por el gen salvaje es reconocida mayormente por el anticuerpo Ab1620,
mientras que la sefial de la mutante R175H inmunoprecipitada con este anticuerpo es nula. Por el
contrario, el anticuerpo Ab240 que reconoce la proteina desnaturalizada o parcialmente
desnaturalizada revela gran cantidad de P53 conteniendo la mutacidon R175H, y la diferencia con
respecto a la cantidad unida por los mutantes y el gen salvaje es significativa. En relacion a la IP de
la proteina salvaje con el anticuerpo Ab240 se observa que existen moléculas que no adoptan la
conformacién nativa y que exponen el epitope relacionado a la pérdida de estructura nativa, lo
gue no pasa al expresar la mutante R175H e inmunoprecipitar con Ab1620. La mutacién R175H
produce mayormente la proteina mal plegada.

Para el caso de las mutaciones sinénimas se observa que P53 se expresa adoptando ambas
conformaciones, nativa y desnaturalizada (Figura 20), como muestra la presencia de sefial en los
western blots correspondientes a las inmunoprecipitaciones con los anticuerpos Ab1620 y Ab240.
Ademas, se observa que la cantidad relativa de cada una de las conformaciones de P53 expresada
por la secuencia wt y las mutantes es variable. En particular se observa que la cantidad de proteina

en la conformacion desnaturalizada producida por las mutaciones sindnimas en ningln caso se
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acerca al patron descrito por el mutante TP53R175H, e incluso no superan el nivel detectado para
el gen salvaje.

De los resultados presentados mds arriba es importante resaltar lo observado para la
mutacién 1014C>T. En este caso, el nivel de P53 detectado en el extracto total y en Ia
inmunoprecipitacién con-CM-1 son similares al de P53 WT. Sin embargo, pareceria existir una
diferencia en los resultados de las inmunoprecipitacion con Ab1620 e inmunoprecipitacidén con
Ab240. La conformacién estd menos representada que la generada por TP53wt, y por el contrario
la conformacién desnaturalizada parece producirse en igual o mayor cantidad que la generada por
la construccién salvaje. Esto podria reflejar un efecto de esta mutacidn sobre la estructura de P53

en las condiciones del ensayo.

5.4. Discusion.

Algunas mutaciones que implican un cambio de aminoacido pueden afectar la funcién de
una proteina. Este tipo de mutaciones puede modificar un sitio de interaccién esencial para la
funcidn, ya sea con otras proteinas o con diferentes moléculas. También, puede alterar sitios
blanco de modificaciones post traduccionales imprescindibles para el correcto accionar de la
proteina. Ademas, otra forma en que la ocurrencia de estas mutaciones puede alterar la actividad
normal es mediante la induccién de un cambio conformacional en una regidén particular de la
molécula, o incluso modificando la conformacién global, lo que ha sido propuesto en algunos

trabajos **%’

. Las mutaciones sindnimas han sido relegadas en cuanto al posible efecto sobre la
estructura de proteinas. Se las ha considerado “silenciosas” por el hecho de conservar la secuencia
aminoacidica, y son escasos los trabajos que abordan el estudio del efecto que puedan tener en la
estructura y funcionalidad de las proteinas. En este trabajo analizamos el posible efecto de
mutaciones sindnimas sobre la funcidén/estructura de P53 con dos aproximaciones experimentales

empleando dos sistemas de expresién eucariotas.

5.4.1. Estudios de actividad de transactivacién de P53.

En la levadura S. cerevisiae se estudid la capacidad de transactivacidon de P53 sobre tres
elementos de respuesta que estan asociados a la expresién de Bax, p21 y RGC. En el sistema
FASAY empleado, estos elementos de respuesta regulan la expresion del gen reportero ADE2 cuyo

producto es necesario para evitar la acumulacién de un metabolito que tifie la colonia de rojo, lo
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qgue ocurre cuando P53 no es funcional. El nimero de colonias rojas y blancas producidos por la
proteina P53 conteniendo las mutaciones analizadas se compard con lo obtenido por el gen
salvaje (control positivo) y por un control negativo en el cual P53 carece de capacidad de unién al
ADN.

Los resultados obtenidos indican que el elemento de respuesta de Bax no presenta el
comportamiento esperado. Esta conclusidn se extrae del resultado de la transformacién con todos
los mutantes y controles utilizados, en las que se obtuvo solamente levaduras de color rosado-
rojizo. Este fenotipo podria ser explicado por la expresion de P53 con alguna modificacion de la
actividad. Sin embargo en este caso, la “debilidad” del elemento de respuesta de Bax para iniciar
la transcripcidon en relacion a otros como el de p21 podria explicar el resultado descrito. El
elemento de respuesta de Bax seria ineficaz en reclutar la maquinaria transcripcional en las
condiciones en que se realizaron los experimentos. Este comportamiento ha sido reportado para
mutaciones que generan un cambio de aminodcido, como R181L y R283H, que son capaces de
inducir la expresién del gen reportero bajo el control del elemento de respuesta de p21 pero no
cuando se utiliza el elemento de respuesta de Bax, obteniendo levaduras de color blanco y rojo en
el FASAY, respectivamente. Ademads, experimentos de retardo en gel realizados para evaluar la
afinidad de las diferentes mutantes de P53 por estos elementos de respuesta también
presentaron variaciones con respecto a la proteina salvaje: Los mutantes R181L y R283H
presentaron similar afinidad por el elemento de respuesta de p21 que la proteina salvaje, mientras

8

que su capacidad de unién era menor al utilizar el elemento de respuesta de Bax *°. Estos

resultados sugieren que la falta de actividad se debe a una alteracidn de la unién de P53 a este
elemento de unién en el ADN #*%,

El comportamiento diferencial descrito mas arriba podria sefialar distintas formas de
accion de P53 en cada una de las vias; mientras el efecto sobre p21 es esencial para detener el
ciclo celular, la induccién de la apoptosis mediada por expresién de Bax puede ser suplantada por
otros mecanismos mediados por interacciones proteina-proteina 8998

Probablemente, la “debilidad” descrita para el elemento de respuesta de Bax, incluso con
la proteina wt, se deba a diferencias entre las secuencias de los elementos de respuesta. En el caso
de p21, el elemento de respuesta es GAACATGTCC/CAAG, que contiene dos cambios con respecto
a la secuencia consenso, mientras que en el caso de Bax, TCACAAGTTA/G/AGACAAGCCT, existen

tres cambios con respecto a la secuencia consenso, que podrian modificar en mayor medida la

interaccién ADN-proteina %,
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De todas formas, la falta de reconocimiento del elemento de respuesta de Bax por parte
de las proteinas incluyendo TP53wt podria deberse también a la existencia de otros actores que
podrian estar involucrados en el mecanismo de reconocimiento, unién, y activacion de un
elemento de respuesta.

La idea de utilizar tres elementos de respuesta de genes implicados en diferentes vias
reguladas por P53 apuntaba a comparar la respuesta de cada uno de ellos a la actividad de P53 wt
y mutante. Como se describié antes, la respuesta desencadenada a partir de los elementos de
respuesta depende de mutaciones que generan un cambio de aminoacido en P53 y por tanto,
cambios particulares podrian afectar de diferente manera el destino de la célula. Esta idea fue
puesta a prueba en este estudio utilizando mutaciones sinénimas. Los resultados obtenidos para el
elemento de respuesta de Bax no permiten inferir acerca del comportamiento de las mutaciones
en P53 y por tanto fueron excluidos del analisis. De todas formas, el fenotipo observado en las
levaduras con ese elemento de respuesta es coherente con la informacién reportada en trabajos
previos.

Para el caso de los elementos de respuesta de p21 y RGC, se evidenciaron diferencias
entre los controles. Las colonias obtenidas en todas las transformaciones con TP53wt para ambos
elementos rindieron colonias mayormente blancas. El bajo porcentaje de colonias rojas es
seguramente debido a posibles errores en la amplificacidon del gen y tomado como “background”.
Por el contrario, en las transformaciones realizadas con TP53R175H el rendimiento fue de colonias
rojas, como era esperado. Estos resultados son coherentes y sefialan la viabilidad del sistema para
el estudio planteado.

Los experimentos con los mismos dos elementos de respuesta utilizando los cambios
sindnimos 108G>A y 1014C>T brindaron mayormente colonias de color blanco, igual que la
secuencia wt. Esto sugiere que estos cambios no afectarian la funcidon de P53 en el sistema de
levaduras en las condiciones experimentales planteadas.

En el caso de 108G>A, el coddn presente en la secuencia salvaje, CCG, es poco frecuente
en levaduras y humanos mientras que el codén CCA presente en el mutante, es utilizado con
mayor frecuencia en los dos organismos. Mas alld de que la diferencia de frecuencia es mayor en
el caso de la levadura, el patron se mantiene. Para el caso de la mutacidn 1014C>T el coddn salvaje
TTC es frecuentemente utilizado en los dos organismos, mientras que el codén del mutante TTT se
utiliza en menor frecuencia, siendo la diferencia de frecuencias mayor para el caso de la levadura,

pero manteniendo también el patrén. Si bien se podria comparar el uso de codones de los dos
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organismos, en el estudio planteamos analizar el efecto de estos cambios sindbnimos en levaduras
como una aproximacion al problema de la cinética vinculada al uso de codones.

Por el contrario, la transformacién de las cepas YPH-p21 e YPH-RGC con amplicones de
TP53wt y la mezcla de mutantes de Prolinas generados con dos ADN polimerasas empleadas
muestran diferencias significativas. El porcentaje de colonias rojas en los ensayos realizados con
los mutantes es de 3 a 6 veces mayor que el obtenido con el gen salvaje. Esto sugiere que esas
colonias rojas serian producto de una transformacidén con una molécula de ADN mutante en
alguna de las Prolinas analizadas, y no debido a un error experimental.

Considerando que la mezcla de mutantes de Prolinas incluye 64 combinaciones de
codones en TP53, es posible pensar que no todos los codones inducen un cambio en la respuesta
del sistema, lo que se traduciria en la obtencidn de la totalidad de colonias rojas en el FASAY. Es
esencial identificar cudl (o cudles) es la secuencia de TP53 presente en las colonias rojas, de forma
de identificar qué cambios inducen la generacidn de color de las levaduras.

Estos resultados permitiran concluir qué codones sindbnimos, con determinada localizacion
en el ARNm, afectan diferencialmente la estructura o la actividad de TP53, en condiciones en las
gue la alteracidn del splicing esta descartada. La identificacién de los codones sinénimos de las
Prolinas que afectan (y de los que no afectan) la actividad transcripcional de P53 seria valida
cuando es expresada en levaduras. Quedaria aun por establecer por qué los codones que se
identificaron afectan la funcionalidad, si es por la formacidn de estructuras secundarias en el ARN,
por cambios en la interaccién del ARN con alguna proteina, o porque se ve afectada la cinética de
traduccién y el plegamiento de P53.

Asimismo, entendemos que las conclusiones que se saquen del estudio empleando el
sistema FASAY en levaduras, no puede extrapolarse a las células de mamifero. Posibles diferencias
entre el sistema FASAY en levaduras y las células humanas en donde P53 funciona normalmente,
como factores de la maquinaria transcripcional, diferencia en el uso de codones, falta de regiones

reguladoras en el molde, entre otras, impiden realizar tal extrapolacion.

5.4.2. Variantes conformacionales de P53 en células humanas en cultivo.

Los estudios realizados en células humanas en cultivos permitieron abordar mas
directamente la variaciéon de la conformaciéon de P53 utilizando anticuerpos conformacionales.
Esta aproximacién resulté dificil de poner a punto, aunque es una técnica de rutina en el

laboratorio en donde se realizo.
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De los 5 experimentos realizados en forma independiente, sélo 1, el dltimo, dio resultados
coherentes, y por tanto fue el Unico considerado en este trabajo.

Los resultados indican que existe una variacién en el nivel de expresién de P53 segln su
deteccidn en el extracto total de proteinas asi como en la inmunoprecipitacién con CM1 utilizada
como control. Esta variacidn no deberia atribuirse a diferencias en la cantidad de proteinas totales
utilizadas en el analisis del extracto total ni en las inmunoprecipitaciones. La concentracién de
proteinas en los extractos fue determinada por el método de Bradford y se procurd partir siempre
de la misma cantidad de proteinas en los diferentes casos. Esto fue verificado mediante la
estimacion de cantidad de actina en los extractos proteicos por western blot y se vio que los
niveles de ésta fueron similares en todos los casos. Por tanto, las variaciones en la cantidad de P53
observada en estos ensayos sefialan diferencias en el nivel de expresién y en la estabilidad de la
proteina portadora de las mutaciones estudiadas.

La expresidon de P53 potadora de la mutacion R175H, utilizada como control negativo,
produce un mayor nivel de P53, como ha sido reportado previamente, siendo que el cambio de
Arg por His induce una alteracion de la conformacién, que implica una desnaturalizacién parcial de
P53, y que resulta mas estable ®.

El analisis de la conformacién de P53 empleando los anticuerpos conformacionales en los
controles positivo (TP53wt) y negativo (TP53R175H) dieron el resultado esperado. El control
negativo guid solamente la produccion de la conformacién desnaturalizada reconocida por Ab240,
mientras que la sefial de deteccion de P53 en el wester blot es nula en la inmunoprecipitacién con
el anticuerpo Ab1620 que reconoce la estructura nativa de P53. El patron es el inverso para
TP53wt. La proteina producida utilizando el molde wt es detectada mayormente en la
inmunoprecipitacion con Ab1620 aunque en este caso también se detecta una seiial
correspondiente a la conformacién parcialmente desnaturalizada. Esto sugiere que esta
conformacién “mal plegada” ocurre normalmente en la célula *°.

La presencia de ambas conformaciones de P53 cuando es codificado por el molde wt
apoya la idea de que las conformaciones mal plegadas de las proteinas existen normalmente, y
que los mecanismos de deteccion y eliminacion de las mismas juegan un rol preponderante para
mantener la homeostasis celular %,

La expresidon de P53 a partir de moldes portadores de mutaciones sinénimas y el analisis
de la conformacion empleando los anticuerpos conformacionales requiere ser repetido en ensayos

independientes y coherentes para poder sacar conclusiones. En primer lugar el hecho de presentar
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variacion de la expresion de cada mutante sinébnimo de TP53 en el extracto total y detectada con
el anticuerpo CM1 indica que las diferencias observadas en las inmunoprecipitaciones pueden no
ser significativas, pudiendo deberse a diferencias en la expresion e incluso en la eficiencia de
transfeccion. En cualquier caso, en los mutantes sindnimos fue posible evidenciar la presencia de
la conformacidn salvaje y la desnaturalizada en todos los casos como ocurre con TP53wt, resultado
gue apoya la idea de la generacidn de proteinas con estructuras andmalas es un hecho normal en
las células, como también ha sido visto en levaduras .

Varios trabajos basados en esta metodologia han permitido estudiar el comportamiento

9% por tanto, consideramos importante repetir

de mutantes en diversos sistemas de expresion
estos ensayos, asegurando la utilizacion de la misma cantidad de proteina y en condiciones de
inmunoprecipitacién puestas a punto de forma de poder obtener resultados coherentes y
cuantificables. Realizar este ensayo en condiciones éptimas resulta esencial para el estudio de
mutaciones sindnimas de acuerdo a la capacidad del experimento de detectar modificaciones de la
estructura de la proteina y el grado del mismo, las que pueden no ser tan obvias al trabajar con
este tipo de cambios. Consideramos, que la identificacion de diferentes variantes de P53 con
anticuerpos conformacionales puede llegar a ser una herramienta valiosa para analizar el efecto
de mutaciones sindnimas sobre la estructura final de las proteinas, posiblemente ligadas a
variaciones del plegamiento de las mismas durante la traduccidn y afectados por cambios en la
cinética local de la traduccion. Procurar mas evidencias de esta posible asociacion resulta un area

de investigacién abierta, que podria aportar conocimiento bdasico, e incluso brindar respuestas a

algunas enfermedades genéticas asociadas a estas mutaciones.
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6. Conclusiones y perspectivas.

En el presente trabajo fue posible determinar la secuencia codificante del alelo expresado
de TP53 en muestras de CRC. Asi, pudimos detectar 40 mutaciones mayormente puntuales y
localizadas sobre el dominio DBD de P53. Como ha sido visto anteriormente, observamos que el
numero y el patron de mutaciones en muestras con y sin acumulacién de P53 difieren,
conteniendo en el primer caso mdas mutaciones, que en general implican un cambio de
aminodcido. Estas mutaciones podrian estar asociadas a la acumulacién de P53 en las células.

En las 101 muestras tumorales analizadas no encontramos mutaciones en regiones
reguladoras del splicing asociadas a modificaciones del patréon normal de edicién. En cambio,
identificamos tres cambios posiblemente asociados a este fendmeno. Dos deleciones y una
insercidon podrian ser consecuencia de alteraciones de la edicion del mensajero de TP53, de
acuerdo a las similitudes que presentan las regiones modificadas con los sitios candnicos de
splicing. Para verificar esta hipétesis, si las alteraciones del transcripto de TP53 son alteraciones de
splicing o si se encontraban ya en el genoma, es necesario determinar la secuencia gendmica de
TP53 en estas muestras, incluyendo los intrones adyacentes. Pero, a nivel mas general, para poder
concluir sobre la pregunta inicial que motivé el comienzo de este trabajo, si el nUmero elevado de
mutaciones sindnimas encontradas en TP53 se debia a que afectaban el splicing, seria necesario
analizar un nimero mucho mayor de muestras. La muestra estudiada resulté pequefa para este
objetivo y no fue viable su ampliacidn en plazos razonables.

Mas aun, resultaria muy interesante realizar la misma aproximacion en cancer de mamay
otros tipos de cancer, y analizar el perfil de alteraciones del mensajero de TP53 en cada uno, con
el fin de establecer si las variantes del splicing son especificas de un tejido o de un tipo de cancer
particular.

Por otro lado, pudimos detectar que la actividad de transactivacidon sobre elementos de
respuesta puede ser modificada por la ocurrencia de mutaciones sinénimas, como sefala el
resultado de la transformacién de levaduras con la mezcla de mutantes en las Prolinas 151, 152 y
153. Sin embargo, el sistema FASAY empleado para evaluar la actividad de transactivacién de P53
permite detectar cambios en dicha actividad pero podria resultar poco sensible si la modificacidn
inducida por la mutacién no es drastica. Para los fines buscados el sistema proporcioné evidencias
de que al menos alguna mutacién altera P53 de tal manera que afecta su actividad en levaduras.

Este resultado es importante y estimula a continuar en el mismo camino para contribuir al
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conocimiento acerca del efecto de este tipo de mutaciones en diferentes enfermedades. Para eso,
el primer paso es identificar cudl o cudles de las mutaciones son las responsables del cambio
reportado y abordar el problema en otros sistemas eucariotas.

La aproximacion experimental empleada basada en la expresion de P53 en células
humanas en cultivo e inmunoprecipitacion con anticuerpos conformacionales no permitié poner
en evidencia variaciones de conformacidn de P53 cuando es codificada por mutaciones sinénimas.
El estudio conformacional de P53 comparando los resultados para la proteina wt y mutantes
sinédnimos expresados en células humanas en cultivo representa una herramienta muy valiosa
para detectar el cambio de P53 hacia una estructura desnaturalizada no funcional. Si bien en este
estudio no detectamos la generacién de esa conformacidn en cantidades que permitan concluir
que la mutacién induce la pérdida de estructura y funcién de P53, no podemos descartar que
alguna de ellas induzca otro cambio en la conformacién nativa aun no reportado, o afecten la
expresion de la proteina a otro nivel. Considerando los problemas técnicos ocurridos, resulta
esencial repetir los experimentos de expresién en células humanas en cultivo e
inmunoprecipitacién con las mismas mutaciones (y otras), de forma de poder responder a las
preguntas planteadas y abarcar un universo mayor de modificaciones del gen.

El estudio de las mutaciones sindnimas ha sido relegado con respecto a otros tipos de
mutaciones. De mediar cambios en las conformaciones de las proteinas podrian afectar muchos
aspectos de la actividad bioldgica de las mismas. Por esa razén, hemos iniciado con los mismos
mutantes analizados en este trabajo estudios de BRET (Bioluminescence Resonance Energy
Transfer) entre P53 y su principal regulador celular, su E3-ubiquitin ligasa Hdm2. Los resultados
preliminares sugieren que podrian existir diferencias con uno de los mutantes, lo que nos motiva a
continuar investigando en esa direccion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden proporcionar elementos utiles a
futuras investigaciones, y contribuir a una mejor comprension del papel de las mutaciones
sinédnimas de TP53 en la patologia tumoral. Por tanto, continuar es esta linea resulta fundamental
para elucidar el rol de este tipo de mutaciones en la expresion de genes, y particularmente la

eventual relacién con diversas enfermedades genéticas.
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8. Anexos.

8.1. Tablas anexas.

Tabla Al: Cebadores utilizados. Se muestran los cebadores utilizados para cada ensayo del estudio, la

secuencia de cada uno de ellos y la posicion de hibridaciédn con respecto al ARN codificante de TP53, siendo

el sitio +1 la base adenina correspondiente al inicio de la traduccidn. Para el caso de los cebadores utilizados

en la mutagénesis se muestran en color rojo las bases involucradas en el cambio (siendo la que aparece en el

cebador la base mutante).

Nombre Secuencia (5'=>3') Posicion de hibridacion Ensayo

E2ForE GACGGTGACACGCTTCCCTG -54a-35 Amplificacion de TP53 de muestras tumorales (fragmento 5')
E6RevE CACCACCACACTATGTCG 637 a654C Amplificacién de TP53 de muestras tumorales (fragmento 5')
E6ForE CCTCAGCATCTTATCCGAG 571a589 Amplificacion de TP53 de muestras tumorales (fragmento 3')
E11RevE AGGCTGTCAGTGGGGAAC 1198 a1215C Amplificacién de TP53 de muestras tumorales (fragmento 3')
E2Forl CAGCCAGACTGCCTTCCGGGTC -28a-7 Secuenciacion de TP53 de muestras tumorales (fragmento 5')
E6Revl CTGTCATCCAAATACTCCACACG 557a579C Secuenciacion de TP53 de muestras tumorales (fragmento 5')
E6Forl GGAAATTTGCGTGTGGAG 595a612 Secuenciacion de TP53 de muestras tumorales (fragmento 3')
E11Revl CAAGAAGTGGAGAATGTC 118121198 C Secuenciacion de TP53 de muestras tumorales (fragmento 3')

TP53 108G>A-F

TP53 108G>A-R

TP53 1014C>T-F

TP53 1014C>T-R

TP53 Pro151-152-153-F
TP53 Pro151-152-153-R
TP53 P3N

TP53 P4

GTTCTGTCCCCCTTGCCATCCCAAGCAATGGATG
CATCCATTGCTTGGGATGGCAAGGGGGACAGAAC
GTGGGCGTGAGCGCTTTGAGATGTTCCGAGAG
CTCTCGGAACATCTCAAAGCGCTCACGCCCAC
GTTGATTCCACACCNCCNCCNGGCACCCGCGTCC
GGACGCGGGTGCCNGGNGGNGGTGTGGAATCAAC
CAGACCTATGGAAACTACTTCCTG
ACCCTTTTTGGACTTCAGGTGGCTGGAGTG

91a124
91a124C
998 a 1029
998 21029C
439 a 472
439a472C
592382
61a90C

Mutagénsis. Mutante 108G>A
Mutagénsis. Mutante 108G>A
Mutagénsis. Mutante 1014C>T
Mutagénsis. Mutante 1014C>T
Mutagénesis. Mutantes Pro151-152-153
Mutagénesis. Mutantes Pro151-152-153
Amplificacion de TP53 para FASAY

Amplificacién de TP53 para FASAY
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Tabla A2: Muestras seleccionadas. Se muestran los nombres de las muestras utilizadas en el estudio, el

porcentaje de células fenotipicamente transformadas en el corte (segun tincidon con Hematoxilina y Eosina),

el porcentaje de células con acumulacion de P53 (segun IHC) y la calidad del ARN total extraido expresado

como R.I.N. (RNA Integrity Number).

% de células

% de células

% de células

% de células

Muestra P53 + tumorales RLN. | Muestra P53 + tumorales RLN.
LC6T 0 70 7,2 LC130T 0 90 7,3
LCOT 0 70 7,4 LC131T 30 80 8,4
LC14T 0 80 8,5 LC132T 80 60 3,4
LC18T 90 70 5,7 LC137T 80 60 6,5
LC20T 0 60 8,6 LC138T 90 60 6,9
LC24T 80 90 7,5 LC141T 90 90 4,4
LC29T 0 80 7,4 LC142T 0 90 6,7
LC30T 0 80 6,8 LC145T 20 90 4,1
LC31T 90 70 7,9 LC148T 0 70 5,0
LC34T 0 70 6,5 LC149T 60 70 6,2
LC36T 0 70 4,3 LC150T 60 70 5,2
LC37T 0 60 5,3 LC151T 20 80 5,5
LC39T 0 70 3,9 LC152T 0 90 7,2
Lc40T 80 70 7,3 LC153T 90 70 6,3
LC42T 0 80 7,2 LC154T 80 60 6,5
LC43T 70 90 8,0 LC155T 0 70 7,7
LC46T 0 90 51 LC156T 0 80 7,2
LCA7T 90 80 7,9 LC157T 70 80 8,3
LC53T 90 90 8,1 LC158T 90 70 7,7
LC54T 60 70 6,5 LC160T 0 70 6,7
LC55T 100 70 8,5 LC162T 100 80 7,8
LC56T 0 80 6,8 LC165T 0 90 7,4
LC57T 70 90 8,6 LC166T 80 70 4,4
LC58T 90 90 7,5 LC169T 0 60 7,3
LC60T 0 80 8,4 LC170T 100 70 8,4
LC61T 100 70 3,7 LC171T 80 90 6,7
LCe4T 0 70 7,3 LC172T 0 90 4,2
LC65T 0 90 7,6 LC173T 0 70 2,8
LC66T 80 60 7,3 LC180T 0 90 8,5
LC67T 30 90 7,1 LC181T 0 70 5,6
LC70T 0 60 7,1 LC184T 0 70 6,7
LC75T 90 80 8,1 LC185T 30 70 7,7
LC76T 30 70 7,2 LC186T 60 90 6,8
LC78T 0 70 5,9 LC187T 80 70 6,1
LC80T 90 80 5,3 LC188T 0 90 8,5
LC83T 100 90 5,8 LC189T 30 70 6,9
LCO0T 0 60 4,2 LC192T 0 60 3,3
LCo6T 40 60 7,3 LC194T 70 90 6,0
LCO8T 0 70 6,3 LC196T 0 80 5,5

LC100T 0 70 4,7 LC197T 0 80 6,5

LC103T 0 60 6,3 LC199T 0 90 6,8

LC112T 0 60 7,1 LC200T 90 90 5,5

LC113T 0 70 6,3 LC201T 90 70 6,1

LC115T 80 70 5,3 LC203T 0 80 6,8

LC117T 90 80 6,8 LC204T 0 80 6,4

LC118T 0 90 7,1 LC205T 100 70 51

LC121T 0 90 4,7 LC206T 0 70 4,6

LC123T 0 70 6,8 LC208T 0 80 4,8

LC125T 80 90 7,8 LC210T 20 90 6,9

LC127T 90 70 5,9 LC212T 0 90 7,8

LC129T 0 80 8,2
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Tabla A3: Uso de codones de Homo sapiens. Se muestra cada coddn junto a su frecuencia de uso cada mil
codones expresados en humanos, estimada con el programa CodonW (Versién 1.4.2) y utilizando las
secuencias codificantes de las proteinas ribosomales como "input”, segin base de datos de RPGB. Se

contabilizaron un total de 13714 codones.

Aminodcido Coddn Cc':l;oc:‘zs Frsgt:t—::iclla Aminodcido Cddon Cc')\l;oiis Frsgt:ci:iclla
uuu 166 12,1 ucu 156 11,4
Phe uuc 243 17,7 ucc 181 13,2
UUA 36 2,6 ser UCA 61 4,4
uuG 134 9,8 UCG 27 2
Cuu 173 12,6 Ccu 219 16
Leu Ccuc 192 14 CcC 208 15,2
CUA 53 3,9 Pro CCA 143 10,4
CUG 424 30,9 CCG 58 4,2
AUU 298 21,7 ACU 202 14,7
lle AUC 410 29,9 Thr ACC 268 19,5
AUA 45 3,3 ACA 140 10,2
Met AUG 330 24,1 ACG 59 4,3
GUU 213 15,5 GCU 387 28,2
val GUC 262 19,1 Ala GCC 441 32,2
GUA 106 7,7 GCA 195 14,2
GUG 425 31 GCG 66 4,8
Tyr UAU 160 11,7 Cys uGU 90 6,6
UAC 222 16,2 UGC 100 7,3
UAA 54 3,9 TER UGA 17 1,2
TER UAG 9 0,7 Trp UGG 106 7,7
. CAU 106 7,7 CGU 166 12,1
His CAC 223 16,3 CGC 302 22
CAA 91 6,6 Arg CGA 163 11,9
Gln CAG 371 27,1 CGG 221 16,1
Asn AAU 204 14,9 Ser AGU 76 5,5
AAC 288 21 AGC 121 8,8
Lys AAA 546 39,8 Arg AGA 217 15,8
AAG 1132 82,5 AGG 196 14,3
GAU 269 19,6 GGU 261 19
Asp GAC 254 18,5 Gly GGC 382 27,9
- GAA 294 21,4 GGA 197 14,4
GAG 411 30 GGG 144 10,5
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Tabla A4: Uso de codones de S. cerevisiae. Se muestra cada cododn junto a su frecuencia de uso cada mil
codones expresados en la levadura, estimada con el programa CodonW (Versién 1.4.2) y utilizando las
secuencias codificantes de las proteinas ribosomales como “input”, segin base de datos de RPGB. Se

contabilizaron un total de 21462 codones.

o i 0 .
Aminoacido Coddn Ne de Frecuen-ua Aminoacido Coddn Ne de Frecuen.ua
codones por mil codones por mil
Ph uuu 133 6,2 ucu 675 31,5
e
uuc 551 25,7 s ucc 481 22,4
er
UUA 263 12,3 UCA 46 2,1
uuG 1209 56,3 UCG 5 0,2
Ccuu 23 1,1 ccu 91 4,2
Leu
Cuc 2 0,1 b CccC 4 0,2
ro
CUA 100 4,7 CCA 727 33,9
CUG 3 0,1 CCG 1 0
AUU 478 22,3 ACU 584 27,2
lle AUC 627 29,2 ACC 503 23,6
Th
AUA 4 0,2 r ACA 28 1,3
Met AUG 305 14,2 ACG 0 0
GUU 1036 48,3 GCU 1434 66,8
GUC 719 33,5 GCC 498 23,2
Val Ala
GUA 15 0,7 GCA 37 1,7
GUG 21 1 GCG 9 0,4
UAU 71 3,3 uGuU 132 6,2
Tyr Cys
UAC 554 25,8 UGC 15 0,7
TER UAA 116 5,4 TER UGA 8 0,4
UAG 12 0,6 Trp UGG 149 6,9
i CAU 111 5,2 CGU 330 15,4
is
CAC 355 16,5 A CGC 6 0,3
r
&l CAA 796 37 g CGA 0 0
n
CAG 7 0,3 CGG 3 0,1
AAU 117 5,5 AGU 19 0,9
Asn Ser
AAC 728 33,9 AGC 23 1,1
AAA 385 17,9 AGA 1465 68,3
Lys Arg
AAG 1981 92,3 AGG 18 0,8
A GAU 335 15,6 GGU 1371 63,9
S
P GAC 461 21,5 &l GGC 55 2,6
ol GAA 1174 54,7 y GGA 18 0,8
u
GAG 32 1,5 GGG 3 0,1
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8.2. Medios de cultivo.

Luria-Bertani (LB):

10 g de Triptona

5 g de Extracto de Levadura
10 g de NaCl

Agua destilada c.s.p. 1L
Sélido: 15 g de agar

Esterilizar por autoclave

Medio minimo de levaduras (MML):
6,7 g Yeast Nitrogen Base sin aminoacidos.
Agua destilada c.s.p. 1L

Esterilizar por autoclave.

Yeast Extract, Peptone, Dextrose (YPD):

10 g de Extracto de Levadura

20 g de Bacto Peptona

2% (w/v) de Glucosa (D+), agregar después de autoclavado
Sélido: 20 g de Bacto Agar

Agua destilada c.s.p. 1L

Esterilizar por autoclave

Medio selectivo Yeast —L,a sélido:

6,7 g de Yeast Nitrogen Base (YNB)

0,7 g de Dropout sin Leucina (DO — Leu)

2 % (w/v) de Glucosa (D+), agregar después de autoclavado
25 g de Bacto Agar

Agua destilada c.s.p. 1L

Esterilizar por autoclave
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RPMI 1640 (Gibco), adicionado con los siguientes componentes para obtener el medio
completo:

10 % de suero fetal de cabra

Penicilina 100 U/mL

Estreptomicina 100 pg/mL

L-Glutamina 2 mM

Esterilizado por filtracién por poro de 0,22 um
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