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1. Resumen.

La proteina supresora de tumores p53 contribuye al mantenimiento de la homeostasis
celular modulando respuestas a distintos tipos de estrés, como dafo en el ADN, activacion
de oncogenes o estrés oxidativo, actuando principalmente como factor de transcripciéon. p53
posee dominios de union a ADN y de transactivacion que contribuyen con su capacidad de
regular la expresion de genes vinculados a funciones celulares vitales, actividad afectada
por muchisimas mutaciones descritas en cancer. De hecho, TP53, el gen que codifica para
p53, ha sido reconocido como el gen con mayor frecuencia de alteraciones somaticas en
cancer en humanos. En células humanas, el gen TP53 podria producir 12 isoformas de p53
con funciones bioldgicas especificas y no superpuestas, lo que contribuye a diversificar la
funciéon de p53 en respuesta a diferentes situaciones de estrés. En particular, la isoforma
p47 carece de los primeros 39 aa de p53, quienes constituyen el dominio de transactivacion
I, en donde se encuentran importantes sitios de union a proteinas que regulan su actividad
transcripcional y su estabilidad. Llamativamente, la expresion de p47 se induce
especificamente mediante mecanismos de inicio alternativo de la traduccién independientes
de la caperuza (5’Cap) durante la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) activada para
resolver el estrés en el reticulo endoplasmico (RE).

La UPR es una respuesta adaptativa desencadenada para restaurar la homeodstasis del RE
cuando ocurre una acumulacion excesiva de proteinas mal plegadas o agregadas en su
lumen. Esto puede ocurrir en condiciones fisiolégicas en células que sintetizan y secretan
elevada cantidad de proteinas y también en situaciones patolégicas dentro de las que se
encuentran las enfermedades neurodegenerativas, el cancer y la diabetes.

En contexto de estrés en el RE, parece de particular relevancia la regulacién post
transcripcional por la via p53. Se ha reportado que tanto p53 como p47 suprimen la
traduccion de p21, MDM2, MDMX y BiP, en algunos casos mediante interaccién directa con
los ARNm. Estas observaciones ilustran la capacidad de union al ARN de p53, una
propiedad mucho menos caracterizada que la de union al ADN que media la funcién de p53
como regulador transcripcional.

Datos no publicados del laboratorio sugieren que p53 controla la expresion de un conjunto
amplio de ARNm de forma post-transcripcional en la UPR. Algunos de estos ARNm tienen
en sus regiones 5’ no traducidas (5’UTRs) secuencias ricas en guaninas con potencial de
formar G-quadruplex (G4). Los G4 son estructuras no canodnicas de acidos nucleicos
implicadas en muchos procesos celulares esenciales como transcripcidn, splicing,
ensamblaje de ribonucleoproteinas (RNPs), localizacién y traduccion de ARNs. El

enriquecimiento de estas secuencias en ARNm con expresion controlada por p53 permite
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plantear la hipétesis de que actien como una plataforma de regulacién, tal vez a través de
interacciones directas con la proteina p53.

Para estudiar eventuales interacciones entre p53 y G4 en ARNm, en este trabajo
desarrollamos en paralelo las herramientas para identificar ARNm cercanos a p53 y su
isoforma p47 durante la UPR en un modelo celular y desarrollamos un sistema in vitro para
estudiar la formaciéon de G4 en oligos de ARN. Los ARNs cercanos a p53 y p47 se
identificaran por una aproximacién de marcaje con la enzima ascorbato peroxidasa APEX2
acoplado a secuenciacion masiva. Para ello, generamos construcciones de p53 fusionada a
APEX2 y validamos su patron de expresion y funcionalidad. En paralelo, determinamos in
silico que las 5’UTRs de ARNm candidatos con posible regulacion traduccional mediada por
p53 tienen potencial para formar G4. Por ultimo, generamos un sistema que nos permitio
identificar la formacion de ARN G4 in vitro, mediante una sonda fluorescente especifica en

electroforesis en gel de poliacrilamida.



2. Introduccion.

2.1. La proteina supresora de tumores p53

La proteina p53 se describié por primera vez en 1979 como una proteina asociada al
antigeno T grande del virus de simio 40 en células transformadas. Inicialmente fue
considerada como un oncogén pero estudios posteriores establecieron que en realidad es
un supresor de tumores. El nombre hace referencia a su masa molecular aparente, debido a
que migra como una banda de 53 kDa en electroforesis desnaturalizante [1,2]. p53 funciona
principalmente como un factor de transcripcion que puede regular la expresion de multiples
genes y desempefa un rol fundamental en el control del ciclo celular, la apoptosis y la
estabilidad gendémica. Por esto ultimo, ha recibido el nombre de "guardian del genoma" [1,3].
Estudios mas recientes han demostrado que p53 también regula el metabolismo celular, la
ferroptosis, el microambiente tumoral y la autofagia, entre otras funciones que contribuyen a
la supresion tumoral [1,4,5].

p53 esta codificada en el gen TP53, que ha sido reconocido como el gen con mayor
frecuencia de alteraciones somaticas en cancer en humanos. Las alteraciones encontradas
con mayor frecuencia incluyen la pérdida de alelos y las mutaciones puntuales que generan
pérdida o ganancia de funcion. De las mutaciones reportadas, el 90 % son puntuales y
principalmente estan localizadas en el dominio de union al ADN (DBD). Ademas, la proteina
también puede ser inactivada mediante secuestro por antigenos virales y por proteinas

reguladoras propias de la célula huésped u oncogenes [1,6].

2.1.1. Estructura de p53.

p53 humana es una proteina multidominio que consta de 393 aminoacidos. Contiene 5
dominios: i) Dominio de transactivacion | (TADI), ii) Dominio de transactivacion Il (TADII), iii)
Dominio de unién al ADN (DBD), iv) Dominio de oligomerizacién o tetramerizacion (TET) y v)
Dominio carboxi-terminal de regulacién. Ademas tiene una region rica en prolinas (PRD) que
actua como bisagra entre los TAD y el DBD. La forma transcripcionalmente activa de p53 es
un homotetramero, teniendo cada uno de sus mondmeros un peso molecular aparente 53
kDa (Figura 2.1) [3,5,7]. A continuacion se describen algunas caracteristicas generales de
cada uno de los dominios.

i) EI TADI se localiza entre los aminoacidos 1y 42 del extremo amino terminal, puede unirse
a componentes de la maquinaria de transcripcion y a reguladores transcripcionales. Es el
sitio de unién con las proteinas MDM2 y MDMX [7,8].
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i) EI TADIlI comprende la regidén entre los aminoacidos 42 y 92 y también puede unirse a los
componentes que controlan la transcripcién y a otros interactores. En conjunto con TADI
constituyen importantes sitios de modificaciones postraduccionales que regulan la actividad
de p53. En particular, la fosforilacion de TAD sirve como un interruptor para activar y
desactivar rapidamente la funcién de p53 [3,7,8].

A pesar de no estar definida como un dominio per se, la PRD, que se extiende entre los
aminoacidos 92 y 102, es de gran importancia en la funcion de p53. Por ejemplo, es
necesaria para que p53 promueva la detencién del ciclo celular y la apoptosis,
principalmente desempefiando un rol en la transduccidon de sefiales mediante la unién a los
dominios de homologia Src3 [7,8].

iii) El DBD se localiza entre los aminoacidos 102 y 316, es responsable de la union a
secuencias especificas en el ADN diana, y por lo tanto es fundamental para la funcion
biolégica de p53 como factor de transcripcion. A su vez, el DBD también es capaz de
interactuar con diversas proteinas [3,5,7].

iv) EI TET comprende los aminoacidos 316 al 363, permite la formacion del homotetramero
funcionalmente activo a nivel de la transcripcion. Contiene una sefal de localizacién nuclear
(NLS) rica en leucina altamente conservada [3,7].

v) El CTD se extiende entre los aminoacidos 363 y 393. Esta implicado en multiples
funciones reguladoras, incluida la unién al ADN, el reclutamiento de cofactores y la
estabilizacion de la proteina. Presenta una extenso repertorio de modificaciones

postraduccionales, incluyendo acetilacién, metilacion y fosforilacion [7,9].

4 D
1 42 92 102 316 325 363 393

N =S EOEEC
TAD1 TAD2 PRD DBD NLS T REG

- J

Figura 2.1. Esquema de la estructura de p53. Se muestran las regiones de la proteina que
constituyen los dominios funcionales de p53. TAD1: Dominio de transactivaciéon 1. TAD2:
Dominio de transactivacion 2. PRD: Dominio rico en prolina. DBD: dominio de unién al ADN.
NLS: Senal de localizaciéon nuclear. TD: Dominio de tetramerizacion. REG: Dominio

regulador C-terminal. Modificado de [7].
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2.1.2. Un circuito de retroalimentacion controla los niveles celulares de p53.

p53 es una proteina de vida media corta cuya actividad esta regulada a diferentes niveles de
la expresion génica, siendo los mas relevantes la transcripcidn, el splicing, traduccion,
modificaciones post-traduccionales, localizacion sub-celular y la degradacién. En
condiciones normales, los niveles celulares de p53 son muy bajos debido al estricto control
por parte de sus reguladores negativos, MDM2 y MDMX [10,11] .

MDM2 inhibe la actividad de p53 principalmente a dos niveles. Por un lado, la simple unién
con p53 actua como un mecanismo de secuestro, disminuyendo la concentracion efectiva de
p53. Por otro lado, MDM2 contiene un dominio RING C-terminal y es una ubiquitina ligasa
E3 que promueve la degradacion de p53 por el proteasoma. MDMX contiene un dominio
RING similar que carece de actividad ubiquitina ligasa E3 e inhibe la actividad de p53
uniéndose y enmascarando su dominio de activacion transcripcional. Ambas proteinas
tienen actividad no superpuestas y se complementan en la regulacion negativa de p53
[10-12].

Por el contrario, cuando las células se exponen a algunos tipos de tensiones, como el dafo
en el ADN o la activacion de oncogenes, p53 se activa por una serie de modificaciones
postraduccionales, principalmente fosforilacion en el dominio de transactivacién (TAD). Esto
conduce a la disociacion de MDM2 y de MDMX, exposicion de la sefial de localizacion
nuclear (NLS) y translocacion al nucleo para regular una amplia gama de genes. A su vez,
p53 es capaz de inducir la transcripcion de MDM?2, conformando un circuito de

retroalimentacién que controla los niveles celulares de p53 [12,13].

2.1.3. Isoform

Ademas del extenso repertorio de interacciones con diversas macromoléculas y
modificaciones post-traduccionales que ocurren sobre p53, la integracién de sefales y la
organizacion de respuestas celulares abarcadas por p53 también son moduladas por la
existencia de isoformas proteicas. A partir del gen TP53 podrian producirse hasta 12
isoformas de p53 en células humanas con algunas funciones biolégicas distintivas y no
superpuestas. Las isoformas se producen mediante una variedad de mecanismos,
incluidos promotores alternativos, sitios de empalme alternativos e inicio de traduccion
alternativo. Todas las isoformas de p53 conservan el DBD (aunque algunas de forma
incompleta) y difieren principalmente en las regiones N- y C-terminal. Los estudios
existentes hasta el momento sugieren que la modulacion de la expresion génica es
especifica de cada isoforma de p53 y depende de la célula y del contexto. No obstante, la
caracterizacion de las respuestas promovidas y la relevancia biolégica de algunas de las

isoformas es incierta, ver Figura 2.2 [7,14-16].
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Figura 2.2. Esquema de las 12 isoformas propuestas de la proteina p53. Se muestran los
diferentes dominios que las componen. Las isoformas son generadas mediante empalme
alternativo, el uso alternativo de promotores y de sitios de iniciacion de la traduccion. La
isoforma p47, también denominada A40p53a, se produce por inicio alternativo de la
traduccién a partir del AUG40. TAp53: Isoforma de longitud completa. TAD: Dominio de
transactivacion. PrD: Dominio rico en prolina. DBD: dominio de unién al ADN. NLS: Senal de
localizacién nuclear. OD: Dominio de oligomerizacién. BR: Regién basica o C-terminal
regulador. Modificado de [15]

En particular, la isoforma p47 (p53/47, A40p53, A40p53a, p53AN40) se produce por inicio
alternativo de la traduccion inducido especificamente durante la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR) después del estrés del RE por la proteina PERK o quinasa del RE
similar a la proteina quinasa activada por ARN doble hebra (PKR), ver esquema de la Figura
2.3 [17]. La region codificante comprendida entre el +1 y el +118 del ARNm de p53
corresponde a la regién 5’ no traducida (5’UTR) de p47 y contiene un sitio interno de entrada
del ribosoma (IRES) que promueve la traduccién cuando la sintesis general de proteinas
dependiente del 5’cap se ve comprometida en el estrés en el RE [16-18]. La proteina p47
carece de los primeros 39 aa de p53, que corresponden integramente con el dominio TADI,

en donde se encuentran los sitios de unidén de varias proteinas, siendo de particular
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importancia los de algunos factores de la maquinaria de transcripcion y los de los
reguladores negativos MDM2 y MDMX. Como resultado, p47 parece tener una vida media
prolongada y controlar un conjunto de genes diferentes con respecto a p53. Esto es
particularmente relevante en condicion de estrés en el RE dado el cambio relativo de
expresion entre estas isoformas. Sin embargo, p47 conserva los dominios de
oligomerizacion y puede formar heterooligdmeros con p53, lo que sugiere una capacidad

adicional de control de la actividad de la familia p53 [16—18].

N
) -
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Figura 2.3. Isoformas relevantes para este trabajo producidas a partir del mismo ARNm de
p53. El inicio alternativo de la traduccion a partir de los codones AUG1 o AUG40 da lugar a
las isoformas p53 o p47, respectivamente. El estrés del RE y la induccion de la UPR
conducen a la activacion de PERK que favorece el inicio de la traducciéon dependiente de
IRES de p47. UTRs de 3'y 5': Regiones no traducidas. Modificado de [17].

2.1.4. La via p53 se activa en condiciones de estrés celular: La respuesta al dafo en el
ADN como ejemplo mejor caracterizado.

La activacion de la via p53 en respuesta a dafos y tensiones celulares sirve para detener
las células en diferentes fases del ciclo celular donde puede tener lugar la reparacion
adecuada o para inducir fenotipos irreversibles como senescencia o apoptosis [19,20].

La respuesta al dafio del ADN (DDR, del inglés DNA damage response) consiste en un
conjunto de cascadas de senalizacion que modulan la expresion génica a diferentes niveles
y de sistemas efectores que promueven la reparacién del ADN. La DDR desencadena
distintas vias de reparacion, cada una especifica para una clase particular de lesion en el
ADN [20,21].

La activacién de p53 durante la DDR ha sido bien estudiada y en parte esta mediada por la

fosforilacion del TAD N-terminal por las quinasas ATM o ATR. En consecuencia, la
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modificacion postraduccional impide la interaccion con los reguladores negativos MDM2 y
MDMX, y por consiguiente, p53 se estabiliza y acumula. Sucesivamente, p53 estimula y
suprime la expresion de diferentes conjuntos de genes que tienen como objetivo prevenir el
crecimiento anormal de las células mediante la detencion reversible del ciclo celular. En
particular, p53 activa a nivel transcripcional a p21 (p21WAF1/CIP1), un inhibidor de los
complejos ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) de fase G1 y S. De esta
manera se prolonga la fase G1 para permitir que ocurran los procesos de reparacion del
ADN antes de la replicacidon del genoma, lo que se esquematiza en la Figura 2.4 [19-21]. En
caso de dafo extenso e irreparable en el ADN, p53 promueve procesos mas drasticos como
apoptosis mediante induccion de moduladores proapoptoticos como Puma, Bax y Noxa. A
su vez, se sugiere que p53 se une directamente a las proteinas antiapoptoticas (Bcl-2,
Bcl-xL y Mcl-1) en determinados contextos celulares de estrés e inhibe su funcién, por tanto

contribuyendo aun mas al desencadenamiento de la apoptosis [20,21].

ADN dafiado —— ATM /ATR

X MDM2/ MDMX
D

=
. afio moderado

Dano extenso en el ADN

enel ADN

Buma — Ciclina-CDK:
Bax
Noxa

1 Detencion

del ciclo
Apoptosis

Pk
a

Figura 2.4. Esquema simplificado del rol de p53 en la respuesta al dafio en el ADN. p53
fosforilado se acumula e induce la expresion de p21, lo que conduce a la detencién del ciclo
celular en fase G1. En caso de darfio extenso en el ADN, p53 desencadena la apoptosis al

modular la expresion de proteinas pro-apoptoéticas. Creado en BioRender.com.
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2.2. El estrés en RE desencadena la respuesta a proteinas desplegada (UPR).

El RE es el compartimento subcelular involucrado en la sintesis, plegamiento, maduracién,
control de calidad y degradacion de proteinas de secrecion y transmembrana, y garantiza
que solo las proteinas correctamente plegadas lleguen a su sitio de accion. Las proteinas
mal plegadas son potencialmente perjudiciales para las células y, por lo tanto, estan
estrictamente controladas. Cuando la capacidad de plegamiento de proteinas del RE es
insuficiente y un desequilibrio entre la demanda celular y la funcion del RE amenaza la
homeostasis, las células activan la respuesta a proteinas desplegadas [22,23]. Existen
varias condiciones fisiolégicas y patolégicas que pueden desencadenar estrés del RE,
dentro de las que se encuentran inanicién de glucosa, modificacion del flujo de calcio a
través de la membrana del RE, sintesis y secrecion elevada de proteinas, falla del
plegamiento, transporte o degradacion de proteinas, estrés oxidativo, entre otros [23,24]. La
funcion del RE se ve comprometida en condiciones patolégicas como el cancer,
enfermedades neurodegenerativas y la diabetes. En el cancer, el crecimiento rapido e
incontrolado de las células tumorales requiere altas tasas de produccién de proteinas que
satura la capacidad de plegamiento del RE y activa la consiguiente UPR. A su vez, el cancer
se caracteriza por inestabilidad genética y alta tasa de mutaciones, que pueden afectar el
sistema de procesamiento de proteinas del RE [23,24].

La UPR tiene como objetivos reducir la sintesis de proteinas, eliminar las proteinas
desplegadas y/o mal plegadas y aumentar la capacidad del RE para plegar proteinas. En
caso de no poder restaurar la homeostasis del RE, las vias de sefializacion promueven la

muerte celular [22—-24].

221 L res ram I PR candnica: IRE1. PERK y ATF4.

En eucariotas superiores, la UPR esta controlada principalmente por tres sensores
transmembrana del RE: la enzima 1 que requiere inositol (IRE1), PERK o quinasa del RE
similar a la proteina quinasa activada por ARN doble hebra (PKR) y el factor de transcripcién
activador 6 (ATF6). Estos tres sensores, en condiciones normales, se encuentran inactivos
por union de su dominio luminal a la chaperona residente del RE, la proteina de unién a
inmunoglobulina (Bip), también conocida como Hsp70 y GRP78. En condicion de
acumulacién de proteinas mal plegadas en el lumen del RE, se activa BiP y se asocia a las
proteinas desplegadas, liberando los tres sensores transmembrana. Sucesivamente, se
desencadenan las vias de sefalizacion adaptativas iniciadas por IRE1, PERK y ATF6, como

se describe a continuacién y se esquematiza en la Figura 2.5.
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IRE1 disociada de BiP forma homo-oligdbmeros, los que se trans-autofosforilan por
proximidad resultando en la activacion de sus dominios RNAsa citosoélicos. Sucesivamente,
IRE1 activado realiza una escision selectiva de un intron no candnico de 26 nucledtidos del
ARNm de la proteina de unién a la caja X 1 (XBP1). El empalme de XBP1 es independiente
del espliceosoma y se produce la isoforma XBP71s. La proteina XBP1s es un factor de
transcripcién de una amplia gama de genes, cuyos productos proteicos estan implicados en
aliviar el estrés y restaurar la homeostasis del RE. En particular, promueve la expresion de
chaperonas, foldasas y componentes de la via de degradacion asociada al reticulo
endoplasmatico (ERAD). La actividad RNasa de IRE1 también puede dirigirse
eficientemente a otros ARNm a través de un mecanismo llamado desintegracion regulada
dependiente de IRE1 (RIDD). Es un mecanismo conservado en eucariotas que permite
degradar ARNm que contienen la secuencia consenso “CUGCAG” acompafiada de una
estructura de bucle de tallo. En consecuencia, RIDD es un mecanismo que permite reducir

la carga proteica en el RE a través de la degradacion de multiples ARNm [23,24].

La proteina quinasa PERK libre de BIP también se activa por oligomerizacién en la
membrana del RE y se trans-autofosforila. Sucesivamente, PERK fosforila la subunidad a
del factor de iniciacion de la traduccion eucariota 2 (elF2a), implicado en la regulacién del
primer paso de iniciacion de la sintesis de proteinas al promover la union del ARN de
transferencia (ARNt) iniciador a las subunidades ribosémicas 40S. Esto determina una
regulacion a la baja de la sintesis global de proteinas dependientes de 5 Cap. El bloqueo de
la traduccién durante el estrés del RE reduce la carga de proteinas en la maquinaria de
plegado del RE contribuyendo con la resolucion del estrés. Sin embargo, algunos ARNm se
traducen de manera eficiente durante la represién global ejercida por PERK, principalmente
a través de mecanismos independientes de 5’Cap, como se ha descrito para la isoforma
p47. Otro ejemplo es el factor de transcripcion activador 4 (ATF4) que se traduce mediante
un mecanismo de escaneo en un marco abierto de lectura (ORF) alternativo favorecido en el
contexto de UPR [23,24]. De forma similar, Bip presenta elementos reguladores en su 5’UTR
y en el ORF que permiten su traducciéon sostenida en contexto de UPR. La célula debe
asegurar que los ARNm que codifican factores de reparacion o de resolucion de la UPR
sean debidamente traducidos [24,25].

Las estructuras secundarias del ARN son dinamicas, pueden ser moduladas por multiples
proteinas y desempefan un papel esencial en la regulaciéon de la expresion génica. En
particular, los elementos estructurados en 5' UTR y 3'UTR tienen un rol fundamental en la
regulacién traduccional mediante una amplia gama de mecanismos [26,27]. Como se ha
mencionado anteriormente, los IRES constituyen el mecanismo principal de inicio de la

traduccion independiente de 5’Cap, que promueve el reclutamiento de las subunidades
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ribosomales y factores de iniciacion eucariotas. Por otro lado, los elementos estructurados
pueden determinar el escaneo e inicio de la traduccion en codones AUG alternativos, como
es el caso de ATF4. Ademas, las estructuras secundarias formadas en los ARNm pueden
ocultar o exponer sitios de unién para los reguladores de la traduccion [26,27]. En el
contexto de este trabajo, es importante sefalar que los G-quadruplex (G4), estructuras no
canodnicas de acidos nucleicos, podrian estar implicadas en la regulacién traduccional, de
particular relevancia en contextos en los que la traduccién iniciada por 5’Cap se encuentra

suprimida (ver mas abajo).

ATF4 induce a nivel transcripcional la expresion del factor de transcripcién homologo de la
proteina de unién a CAAT/potenciador (CHOP). En conjunto, ATF4 y CHOP inducen

directamente genes implicados en la sintesis de proteinas y en la UPR [24].

ATF6 pertenece a una extensa familia de proteinas que presentan el motivo estructurado de
cremallera de leucina (bZIP), es activado en UPR e induce la transcripcién de chaperonas
moleculares destinadas a aliviar el estrés en el RE. La via ATF6 involucra su translocacion al
Golgi luego de haberse disociado de BiP, donde primero es clivado por la proteasa del
sitio-1(S1P), separando ATF6 en dos mitades. El extremo amino terminal permanece
anclado a la membrana y posteriormente es escindido por la proteasa del sitio-2 (S2P). El
dominio citosdlico denominado ATF6f se libera de la membrana y se transloca al nucleo para
activar los genes diana en respuesta al estrés del RE [24,28]. De hecho, ATF6f induce la
expresion de XBP1 y CHOP, lo que determina una convergencia con las cascadas de

sefalizacién IRE1 y PERK, promoviendo una amplificacion de la UPR [24,29].
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Figura 2.5. Esquema simplificado de las 3 vias candnicas de la UPR en mamiferos. El
objetivo de la sefalizacion de la UPR consiste en reducir la sintesis de proteinas, eliminar
las proteinas desplegadas y aumentar la capacidad del RE para plegar proteinas. RIDD:

desintegracion regulada dependiente de IRE1. Modificado de [30].

2.2.2. Durante la UPR se pueden identificar dos fases: temprana y tardia.

En conjunto, las tres vias de la UPR estimulan muchas respuestas adaptativas para
restaurar la funciéon del RE y mantener la supervivencia celular. El impacto temprano de la
activacion de la UPR implica la puesta en marcha de programas de regulacion
transcripcionales, traduccionales, degradacion de proteinas, regulacion de membranas
asociadas a mitocondrias (MAM) e impacto global en el metabolismo [23,24,30].

Los dos programas activados de degradaciéon de proteinas en la UPR incluyen la
degradaciéon mediada por ubiquitina-proteasoma a través de ERAD y la degradacion de
proteinas mediada por lisosomas a través de la autofagia. La ERAD conforma un complejo
proteico que promueve la translocacién de proteinas mal plegadas del RE al citosol, donde
son degradadas por el proteasoma. Sin embargo, cuando la acumulacion de proteinas mal
plegadas supera a la capacidad del ERAD, se induce la autofagia para limitar la
acumulacion de proteinas [24,29].

La activacion prolongada de la UPR y la incapacidad para restaurar la homeostasis celular
promueve un cambio de sefial de pro-supervivencia a pro-muerte. En consecuencia, se

induce a las células a la apoptosis, la necrosis/necroptosis o la muerte celular por autofagia.

La apoptosis se puede desencadenar por dos vias: via intrinseca (mitocondrial) o extrinseca
(via receptor de muerte). Por medio de ambas vias, se desencadena la activacion de las
proteinas caspasas, en donde las tres ramas de la UPR convergen, con la participacién de
un conjunto amplio de reguladores, entre los que podria estar incluida la proteina p53
[24,29].

2.3. La respuesta de la familia p53 en el estrés del RE: Una via poco caracterizada en

comparacion con la respuesta al daifo en el ADN.

La expresion de p53 de longitud completa se ve atenuada dado la condicion de inhibicion
global de la traduccion dependiente de 5 cap en el estrés del RE y algunos articulos
sugieren que su distribucion es principalmente citoplasmatica en este contexto [17,31,32].
Sin embargo, la expresion de la isoforma traduccional p47 se ve favorecida dado que se
traduce de forma independiente de 5°Cap, como se mencioné anteriormente. Por otra parte,

multiples factores de traduccién se unen a las secuencias de ARNm y ajustan la expresion
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tanto de p53 como de p47. En oposicidn a lo que ocurre durante la DDR, el aumento de la
expresion de p47 conduce a la detencion del ciclo celular en G2. La detencién en G2 resulta
mas beneficiosa para resolver el tipo de problemas asociados al estrés en el RE, ya que
esta fase del ciclo celular se caracteriza por una disminucion general de la traduccion y un
aumento relativo de la traduccion independiente de 5’cap [33-35]. Por consiguiente, se

reduce la sintesis general de proteinas aliviando la carga de procesamiento en el RE.

La detencion del ciclo celular en G2 es en parte consecuencia del efecto inhibitorio ejercido
por p47 sobre la transcripcion de p27 normalmente inducida por p53. Ademas, ambas
isoformas reprimen la traduccién del ARNm de p217 en el estrés del RE, lo que contrasta con
la regulacién positiva de p21 en el dafio al ADN [33,34,36]. La inhibicién de p21 por p53 y
p47 evita la degradacién de 14-3-3 sigma (14-3-30) mediada por la proteina ubiquitina ligasa
E3 COP1. 14-3-30 pertenece a la familia 14-3-3 conservada, implicada en la regulacién de
importantes procesos celulares, incluyendo la proliferacion, diferenciacion, crecimiento
celular y apoptosis. La proteina 14-3-3c estabilizada promueve el arresto del ciclo celular en
G2 mediante el secuestro del complejo ciclina B1/CDC2 en el citoplasma. No obstante, el

mecanismo molecular por el cual p21 regula la actividad de COP1 es desconocido [33,34].

En caso de estrés prolongado en el RE, se dirige a la célula a la apoptosis, siendo uno de
los procesos involucrados la inhibicibn de la traducciéon de Bip mediada por p53. El
mecanismo implica la unién especifica de p53 a los primeros 346 nucleétidos del ARNm de
bip. En consecuencia, disminuye la interaccién represiva entre BiP y BIK (del inglés, BCL2
interacting killer). Bik es una proteina perteneciente a la familia BCL-2 que controla la
apoptosis directamente promoviendo la oligomerizacion de BAK y BAX en la membrana del
RE, por lo que una disminucion de la interaccion entre BiP y Bik contribuye con la induccién

de la apoptosis [34,37] (ver Figura 2.6).

De forma similar, se ha reportado que p53 suprime la traduccion de otros ARNm durante el
estrés en el RE, como es MDM?2 [38—40]. Ademas, p53 parece interaccionar con su propio
ARNmM y con el de otros genes como cdk4 y fgf-2 [41]. En conjunto, estos reportes ilustran la
importancia de la regulacién postranscripcional por la via p53, particularmente a nivel de la
traduccion en el estrés del RE y demuestran la capacidad de unién al ARN de p53. Sin
embargo, los mecanismos moleculares implicados en la regulacion traduccional por p53 y/o
su isoforma p47 son en gran parte desconocidos [34,38,39]. También resta por dilucidar
cuales son las regiones de las proteinas y los ARNm involucradas en las interacciones y si

estan involucrados motivos estructurales tridimensionales o de secuencia particulares.
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Figura 2.6. Esquema de la via p53 en respuesta al estrés en el RE. El aumento de la
isoforma p47 promueve la inhibicién de p21 y la detencién del ciclo celular en G2. En caso
de estrés prolongado en el RE, la inhibicion de Bip desencadena la apoptosis. Creado en

BioRender.com.

Estudios no publicados, realizados por la Lic. Irene Larghero identificaron un conjunto amplio
de ARNm que parecen estar regulados por p53 a nivel postranscripcional en UPR, mediante
caracterizacion del transcriptoma y proteoma en condiciones normales y de estrés en el RE,
tanto en presencia como en ausencia de p53/p47. A su vez, el estudio de las secuencias de
las 5’UTRs de estos ARNm develé un motivo compartido rico en guanina que tiene el
potencial para formar G-quadruplex. Los ARN G-quadruplex (G4), como se describe mas
adelante, han ganado cada vez mas importancia en la biologia del ARN, siendo de particular
relevancia en la regulacion de la expresion génica en todos los pasos postranscripcionales.
Por otro lado, se sugiere que las proteinas de unién a ARN (RBP) son los principales
candidatos para regular el plegamiento de ARN G4 en las células y se han caracterizado un
conjunto amplio de proteinas de union a G4 [42]. De hecho, se ha reportado que p53 es
capaz de unir G4 en ADN y de regular la expresion de algunos ARNm que contienen G4 de
forma indirecta a través de metabolitos [43,44]. En conjunto, estos estudios nos posicionan
en la hipdtesis de que p53 podria unirse a ARN G4 para regular la expresion génica en

determinados contextos celulares como el estrés del RE.
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2.4. ARN G-quadruplex (G4).

Los G-quadruplex son estructuras secundarias de ADN o ARN extremadamente estables
formadas por secuencias ricas en guanina. Estan implicadas en muchos procesos celulares
esenciales, como el control del final de la transcripcion, splicing, ensamblaje de RNPs,
localizacion y traduccion de ARNs. Los ADN G-quadruplex han sido ampliamente estudiados
y se conocen bien a nivel estructural y, en gran medida, su implicancia funcional. Sin
embargo, los G4 de ARN han sido menos caracterizados y su funcién biolégica es

controversial [45,46].

2.4.1. La estructura G-quadruplex.

La unidad estructural fundamental del G-quadruplex es una tétrada de guaninas (G) (Figura
2.7). Cada una de las cuatro bases de guanina es donadora de dos enlaces de hidrégeno en
el borde de Watson-Crick y aceptora de dos enlaces de hidrogeno en el borde de
Hoogsteen. Como resultado, cuatro atomos de oxigeno carbonilo quedan orientados al

centro de la tétrada G, formando un nucleo central cargado negativamente [46,47].
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Figura 2.7. Estructura de una tétrada de guanosina. Tomado de [47]

El apilamiento de dos o mas tétradas G forman una estructura G-quadruplex. Los iones
metalicos como los cationes monovalentes pueden intercalarse en el nucleo anidénico central
de una tétrada G y coordinar cuatro atomos de oxigeno. Alternativamente, el ion puede
acomodarse entre dos tétradas G y coordinar ocho atomos de oxigeno, lo que es el caso de
algunos cationes mas grandes, como K+ o NH4+. Los iones permiten estabilizar y mejorar

las interacciones de apilamiento de bases en el G4 [42,47].

Los G4 se describen dependiendo de la orientacion de la cadena de acido nucleico. Asi,

existen G4 paralelo, antiparalelo o tipo hibrido (Figura 2.8). A su vez, la orientacién de la

cadena determina la conformacion del enlace glucosidico de los nucleétidos, por ejemplo,
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los G4 paralelos tienen conformacion anti en todas las guaninas que lo conforman. Los G4

de ARN se pliegan en orientacion paralela, salvo excepciones puntuales reportadas [42,47].

parallel antiparallel antiparallel hybrid-type antiparallel

T A | A A
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| | I I
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S = G-anti S 7 = G-gm

Figura 2.8. Polaridad de las hebras que conforman los G-quadruplex. Se muestra la
orientacién syn o anti de los residuos de guanosina. Los ARN G4 estan conformados por

estructuras paralelas. Tomado de [47].

Los G4 pueden generarse en una hebra rica en G formando una estructura intramolecular o
pueden estar formados por dos o cuatro hebras separadas que se combinan en un G4
intermolecular. En el G4, las tétradas G pueden estar conectadas mediante bucles de
tamafo y secuencia variables. Como se esquematiza en la figura 2.9, se pueden distinguir
tres tipos principales de bucles: bucle de inversion, que conecta las hebras paralelas
adyacentes, bucle diagonal que conecta dos hebras antiparalelas opuestas y un bucle de

borde o lateral, que conecta dos hebras antiparalelas adyacentes [45—47].

o G - anti L7 = G-syn

Figura 2.9. Disposicion de los bucles en el G-quadruplex. Tomado de [47].
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2.4.2. Funciones propuestas de los ARN G4.

Los ARN G4 se distribuyen tanto en regiones codificantes como en secuencias no
codificantes. Sin embargo, se ha demostrado que se encuentran ampliamente enriquecidos
en regiones de ARNm con funciones reguladoras, como los extremos 5’UTR y 3'UTR, lo que
sugiere que estan implicados en la regulacién del metabolismo del ARN. Por ejemplo,
durante la transcripcién, el ARN recién sintetizado puede emparejarse con la hebra de ADN
molde complementaria para formar una estructura G4 hibrida ARN-ADN que puede regular
la expresion génica (Figura 2.10 A). En particular, estos G4 hibridos inhiben la transcripcion
y también han sido propuestos como un mecanismo de terminadores de la transcripcion
[42,48,49]. Ademas, algunos ARN pueden formar G4 en sefales de poliadenilacién e
interactuar con el factor de empalme y poliadenilacion para regular su procesamiento. A su
vez, los G4 ensamblados en las proximidades de los sitios de empalme pueden afectar
directamente la unién de proteinas reguladoras del procesamiento del pre-ARNm [39,40]. De
hecho, se ha caracterizado un G4 ubicado en el intron 3 del pre-ARNm de TP53 que
estimula el empalme del intron 2 y conduce a la expresién diferencial de transcritos que

codifican distintas isoformas de p53 [50].

Mas importante en el contexto de este trabajo, los G4 en ARNm pueden inhibir o estimular la
traduccion y en particular se encuentran sobrerrepresentados en las regiones reguladoras
5'UTR y 3'UTR. Los mecanismos moleculares implicados son en gran parte desconocidos
pero pueden depender de proteinas especificas que interaccionan con las estructuras G4. A
su vez, pueden actuar como un obstaculo para los ribosomas en la traduccion y estimular el

cambio de marco de lectura (Figura 2.10 B) [48,49].

(A} - G-C Flich (B)

IR o PRV

Figura 2.10. Esquema de funciones reguladoras de ARN G4. (A) Los G4 hibridos ARN-ADN
pueden regular la transcripcion. (B) Los ARNm pueden formar G4 y regular su traduccion.
Modificado de [48,49].
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2.4.3. Abordajes in silico e in vitro para identificar ARN G4.

Las estrategias principales para determinar la presencia de G4 incluyen: identificacion de
secuencias formadoras de G4 mediante el uso de herramientas bioinformaticas predictivas,
analisis in vitro mediante estudios biofisicos, mutagénesis dirigida y el uso de ligandos
estabilizadores de G4[51,52] .

Existen una variedad de métodos computacionales que se fundamentan en diferentes
propiedades de las estructuras G4s. En particular, los principales abordajes implican: la
busqueda de la secuencia consenso propia de los G4, las caracteristicas de las secuencias
flanqueantes, ensamblajes de orden superior y enfoques de aprendizaje automatico. En el
presente trabajo se utiliza una combinacion de estos enfoques, como se detalla en la
seccion 4.4 [52].

Los estudios biofisicos incluyen analisis mediante dicroismo circular (CD), fusion ultravioleta
y estudios de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Los ARN G4
paralelos muestran un espectro CD caracteristico con una sefal negativa a 240 nm y una
sefal positiva a 265 nm. La cristalografia de rayos X y la espectroscopia RMN en solucién

pueden obtener estructuras de G4 con resolucién atémica [51,53].

Los estudios funcionales como la union de ligandos especificos de G4, la mutagénesis
especifica del sitio de las secuencias de G4, el uso de reporteros de ARN y enfoques
bioquimicos para determinar la estructura secundaria son también ampliamente utilizados
[51-54].

El enfoque adoptado en el presente trabajo para el estudio in vitro de secuencias
potenciales formadoras de G4 consisti6 en el andlisis mediante electroforesis de
poliacrilamida utilizando un ligando fluorescente especifico. Mediante este abordaje se
pueden visualizar diferentes conformaciones de un determinado acido nucleico, determinar
si el G4 es intra o intermolecular, topologia y presencia de posibles estructuras secundarias

potencialmente competidoras [54].
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3. Objetivos.

3.1. Objetivo General.

El presente trabajo se enmarca en un linea de investigacion que propone explorar la
actividad de regulacion post transcripcional de la familia p53 en UPR, buscando aportar mas
informacién que apoye el concepto de p53 como un regulador traduccional. En concreto, el
objetivo general de este trabajo es contribuir a generar las herramientas necesarias para
usar un modelo celular que permita identificar ARNm cercanos a p53 y su isoforma p47
durante la UPR y desarrollar un sistema in vitro para estudiar la formacion de G4 en
oligonucledtidos de ARN. Ambas aproximaciones contribuirdn a evaluar si las eventuales
interacciones p53-ARNm estan mediadas por estructuras de tipo G4 en los ARNm

involucrados y su posible rol en la regulacién post transcripcional mediada por p53 en UPR.

3.2. Objetivos especificos.

o Desarrollo y validacion de vectores de expresion eucariotas con la secuencia de p53 y
su isoforma p47 fusionada a APEX2 para usar en un modelo celular que permita
identificar ARNm cercanos a p53 y p47 en UPR.

o Estudiar in silico el potencial para formar G-quadruplex de secuencias de ARN
seleccionadas a partir de 5’UTRs de ARNm de interés.

o Desarrollar un sistema para estudiar la formacion de ARN G-quadruplex in vitro.
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4. Materiales y métodos.

4.1. Produccidn y purificacion de plasmidos de interés.

Los plasmidos utilizados en este trabajo fueron: el plasmido control pcDNA3-Empty vector,
plasmido portando el gen p53 salvaje (pcDNA3-p53 wt) y tres construcciones diferentes de
p53 fusionada a la enzima ascorbato peroxidasa (pcDNA3.1-p53_link_APEX2_link_HA,
pcDNA3.1-p53_link_APEX2_HA y pcDNA3.1-p53_link_APEX2), todos ellos disponibles en el
laboratorio y generados por la Lic. Catalina Barbot. El plasmido pCDNA3.1 cuenta con 5446
pares de bases (pb) y contiene un bloque de expresién que permite la insercion del gen de
interés bajo control del promotor temprano del Citomegalovirus (CMV), que permite
expresion constitutiva de alto nivel. También contiene una senal de poliadenilacién de la
hormona de crecimiento bovino (BGH), secuencia de terminacién de la transcripcion para
mejorar la estabilidad del ARNm, origen de replicacion del virus simio 40 (ori SV40) para la
replicaciéon episomal y gen de resistencia a ampicilina para seleccion en cepas de
Escherichia coli (E.coli) apropiadas, todas estas caracteristicas se esquematizan en la

Figura 4.1.

BGH poly(A) signal

C50_peDNA3_EV
S448 bp

CAP binding site
[ac aperatos

Figura 4.1. Esquema del plasmido pCDNA3.1. Se indican las caracteristicas principales de
plasmido de expresion, el sitio de insercion se localiza en los 1000 pb aproximadamente,

bajo el control del promotor CMV.

Los plasmidos pcDNA3.1-P53_link_ APEX2_link_HA, pcDNA3.1-P53_link_ APEX2_HA y
pcDNA3.1-P53_link_APEX2, de ahora en mas C52, C53 y C54, respectivamente, fueron

creados mediante la técnica fusion-PCR o clonacién libre de restriccion (RF). Estas
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construcciones se diferencian en el extremo 3’ terminal del inserto como se detalla en la
Figura 4.2.

bGH poly(A) signal

Cc52 SP6 promoter
CMV promoter HA,
CMV enhancer T7 promoter Linker [limker

 — B 53 2 APE I

bGH poly(A) signal
C53 CMV promoter SP6 promoter

CMV enhancer T7 proamoter link| HA

T R WLETR -

€54 CMV promaoter bGH poly(A) signal

CMV enhancer T7 promater linker SP6 promoter
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Figura 4.2. Construcciones generadas en el plasmido pCDNA3.1. Se muestran las tres
construcciones insertas en el bloque de expresion del plasmido pcDNA3.1. Los plasmidos
C52 y C53 contienen una etiqueta derivada de hemaglutinina del virus influenza (HA), en
cambio C54 no contiene la etiqueta HA. Los tres plasmidos contienen un pequefio enlace de
12 pb entre p53 y APEX?2 (link) y solo C52 contiene un segundo link entre APEX2 y HA de
9pb. Estas tres construcciones de p53 fusionadas a APEX2 se realizaron para comparar y

evaluar el plasmido con mejor calidad de expresion y funcionalidad.

Para la expansion y posterior purificacion de los plasmidos C52, C53 y C54, se realizaron
cultivos en medio LB (Luria-Bertani) a partir de colonias de E. coli DH5a desarrolladas en
medio LB-agar ya transformadas, conservadas a 4°C. Se inocul6 una colonia en 5 mL de
medio LB suplementado con ampicilina 100 pg/mL, para cada una de las cepas
transformadas y se incubaron 8 horas a 37 °C con agitacién a 250 rpm. Sucesivamente se
realizd un pasaje de los 5 mL del cultivo crecido a un matraz con 350 mL de LB
suplementado con ampicilina y se incubé durante la noche a 37 °C y 250 rpm. Transcurrido

este tiempo, se recuperaron las células bacterianas mediante centrifugaciéon a 5000 x g
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durante 10 minutos a temperatura ambiente y se descartdé el sobrenadante. El pellet de
células obtenido se lisd para purificar los plasmidos siguiendo el protocolo del kit comercial
GeneJET Endo-Free Plasmid Maxiprep Kittific (Thermo Scientific, #K0861).

4.2. Evaluacién cuantitativa y cualitativa de los plasmidos generados.

4.2.1. Cuantificacion de acidos nucleicos.

Las preparaciones de cada plasmido purificado se cuantificaron por espectrofotometria a
260 nm en espectrofotometro NanoDrop™ Lite Spectrophotometer. Este equipo permite
determinar la pureza de la muestra usando la relacién de absorbancia a 260nm y 280nm
(AbS50nm /AbS,g0,m). Se considera que un ADN tiene una pureza optima cuando el valor de
AbS,60.m /AbS,50,m S€ encuentra entre 1,8 y 2,0. Por el contrario, un valor menor a 1,6 indica
una posible contaminacién por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas y una

relacion Absygonm /AbS,50nm Mayor a 2,1 podria deberse a la presencia de ARN en la muestra.

4.2.2. Analisis mediante electroforesis en gel de agarosa.

Los ADN plasmidicos purificados fueron visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en buffer TAE 1X. Las migraciones se realizaron a 80 V durante 40 minutos
aproximadamente. El marcador de tamafio molecular utilizado fue el GeneRuler™ 1Kb DNA

Ladder (Thermo Scientific™).

La tincion se realizé posterior a la corrida electroforética con colorante GoodView™
(GoodView, SBS HGV-II) a una concentracién de 2,5 uL en 50 mL de buffer TAE 1X, durante
20 minutos a temperatura ambiente. Las moléculas de ADN se visualizaron por exposicion
en un transiluminador UV. Las muestras sembradas se prepararon en buffer de carga 6X
conteniendo glicerol y marcadores coloreados para seguir la migracion en tiempo real (6X
DNA Loading Dye, Termo Scientific™ #R0611).

4.2.3. Secuenciacion y verificacion de las secuencias.

Enviamos los vectores purificados a secuenciar a Macrogen (Seul, Corea del Sur) con
primers CMV-F, BHG-R y p53-h-F-P9, que aseguran una cobertura completa del inserto

generado en el plasmido.
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Primers Secuencia (5-3’) Posicién de annealing  Sentido

CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG  promotor CMV forward
BHG-R TAGAAGGCACAGTCGAGG senal poli(A) BGH reverse
p53-h-F-P9 ACAGCTTTGAGGTGCGTGTTT p53 forward

Una vez obtenida la secuencia se corroboré la identidad del inserto mediante BLAST contra
la secuencia de referencia disponible en el laboratorio en archivo SGD, compatible con
SnapGene DNA.

4.3. Expresién de p53 fusionada a APEX en células H1299.

4.3.1. Cultivo de linea celular.

La linea de células H1299 derivada de cancer de pulmoén posee una delecién parcial
homocigodtica del gen TP53, por lo tanto, no produce ninguna isoforma de p53. Por
consiguiente, constituyen un modelo adecuado para evaluar el rol de cada isoforma de p53

mediante transfeccion de ADN.

Inicialmente se prepard un stock de células a partir de una alicuota semilla conservada a
-140 °C, se realizaron sucesivos pasajes hasta obtener dos botellas de 175 cm? de
superficie cultivadas en medio completo RPMI 1640 suplementado con GlutaMax (Gibco™,
#61870036) y 10% de suero fetal bovino (SFB).

Para los pasajes de células se procedio a retirar el medio de cultivo, se agregé tampon
fosfato salino (PBS) para lavar las células y posteriormente se agregd ftripsina-EDTA
(Gibco™, #25200056) que permite disociarlas y desprenderlas del soporte. La tripsina se
dejé actuar 5 minutos a 37 °C y el cambio de morfologia y desprendimiento de las células
del soporte se corrobord bajo microscopio invertido. Por ultimo, la tripsina se diluy6é en una
proporcion 1:5 en medio completo y se procedio al pasaje de células. Los sucesivos pasajes
se realizaron en volumenes de reactivos y cantidad de células acorde a cada tamafo de

placa.

Las células crecidas en dos botellas de 175 cm? suspendidas en medio completo se
cuantificaron por recuento en camara Neubauer, empleando la tincién con colorante azul de
tripano en proporciéon 1:1. Se obtuvo un valor de 6x10° células/mL. Sucesivamente se

centrifugd 50 mL de células suspendidas en medio de cultivo a 1200 rpm durante 5 minutos.
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El pellet se resuspendié en 15 mL de RPMI en 10% de dimetilsulféxido (DMSO) y 20% de
SFB y se prepararon en alicuotas de 1mL, lo que corresponde a 2x10° células/mL. Se
guardaron las alicuotas por procedimiento de congelamiento lento, primero 2 horas a -20 °C,
a continuacion se dejaron durante la noche a -80 °C y por ultimo se guardé a -140 °C. El
DMSO impide la formacién de cristales de hielo, lo que contribuye a la preservacién de las
células. De forma paralela, se sembraron 175.000 células por pocillo en dos placas de 6
pozos con 2 mL de RPMI suplementado con 10% SFB para la transfecciéon con los

plasmidos de interés.

4.3.2. Transfeccion transitoria v tratamiento con tapsigargina.

Luego de plaqueadas, las células fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C en 5% CO..
Luego de corroborar, observando al microscopio invertido que los cultivos tenian una
confluencia aproximada de 30-40%, las células fueron transfectadas usando diferentes
vectores: el plasmido control pcDNA3-Empty vector (C30), pcDNA3-P53 wt (C1), C52, C53 y
Ch54.

El reactivo de transfeccion utilizado fue Geneduice (Geneduice® Transfection Reagent,
Merck), compuesto por una proteina celular no toxica y una pequefia cantidad de una
poliamina. La relacion entre el reactivo de transfeccion y el ADN plasmidico, asi como la
densidad celular, fueron optimizados previamente por el laboratorio siguiendo las
recomendaciones del fabricante. A continuacion se describen los volumenes utilizados en el

ensayo.

. Para 1 pocillo:

ADN a transfectar (250 ng/pL ) _ 2,0 uL

Gene Juice .~~~ 1,5 uL

Medio de cultivo RPMI virgen _ 96,5 uL
. Mix X13:

Gene Juice _ 19,5 uL

RPMI virgen _ 12545 uL

La mezcla se incubd 2 minutos a temperatura ambiente.
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A cada uno de 5 tubos eppendorf diferentes, conteniendo 5 yL de ADN de los vectores C30,
C1, C52, C53 y C54 respectivamente, se agregd 245 uL de la mezcla del reactivo de
transformacion diluido en RPMI virgen (Mix) y se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Sucesivamente, se agregaron 100 uL de la mezcla de reaccién por cada pocillo y
las células se incubaron durante 24 horas a 37°C en 5% CO,. Transcurrido este tiempo, se
indujo el estrés en el RE mediante el agregado de 50 nM de tapsigargina (THAP,
Invitrogen™ Fisher Scientific, disuelta en DMSO), un compuesto con actividad inhibitoria
sobre la bomba de calcio de RE (ATPasa/Ca*). Como consecuencia, aumenta la
concentracién de calcio en el citosol al impedir su transporte hacia el interior del RE y
desencadena la UPR. Para el tratamiento se incubaron las células 24 horas a 37°C en 5%
CO,. De forma paralela se agregé la misma cantidad de DMSO a las células en condicion

sin estrés, de acuerdo a como se esquematiza en la Figura 4.3.

DMSO THAP

'S r

OO0
990 09

e o’ .

Figura 4.3. Esquema de las placas de células. Se indican los vectores utilizados en la
transformacion de células H1299. NT: No transformado, DMSQO: Dimetilsulféxido, THAP:
Tapsigargina. Cada vector fue incorporado en células en condicién sin estrés (DMSO) y con
estrés (THAP).

4.3.3. Extraccién y cuantificacién de proteinas.

Se realizd la extraccion de proteinas del cultivo transfectado en las condiciones descritas en
la seccion anterior. Para eso, se retiré el medio de cultivo, se lavaron los pocillos con 1 mL
de PBS y se agreg6 120 uL de buffer de lisis (ver anexo 8.4). Sucesivamente se rasparon
los pocillos con el suplemento plastico adecuado y se recupero el extracto celular en tubos

eppendorf. El procedimiento se realizé en frio.

Los extractos celulares se centrifugaron a 13000 x g durante 15 minutos a 4 °C, se recuperé

el sobrenadante y se cuantificaron las proteinas por el método de acido bicinconinico (BCA),
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utilizando el kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kits (Thermo Scientific™ 23225). En
el método de BCA las proteinas forman complejo con iones cuprico (Cu?*) en medio alcalino
formando una coloracién azul claro (reaccion de Biuret) y el Cu?* es reducido a ion cuproso
(Cu™). En un segundo paso, el quelato formado reacciona con el acido bicinconinico para
formar un complejo soluble en agua de coloracion purpura que exhibe una fuerte
absorbancia a 562 nm y que es proporcional a la concentracion de proteinas presentes en la
muestra [55]. Las muestras se diluyeron 1:5 en buffer tris-HCI (20mM, pH 6,8) para asegurar
cuantificacién en rango lineal de la técnica y se midieron por triplicado. Se realizé una curva
de calibracién usando muestras estandar de albumina sérica bovina (BSA) por triplicado en
8 concentraciones diferentes: 0, 0,125, 0,250, 0,50, 0,75, 1,0, 1,5, y 2,0 mg/mL. EIl blanco
realizado correspondié a 1 parte de buffer de lisis y 4 partes de buffer tris-HCI. El
procedimiento de ensayo se realizd en microplacas de 96 pocillos usando 200 uL de la
mezcla de trabajo (soluciones Ay B del kit mezcladas en proporcion 1:50) por cada pocillo y
10 uL de la muestra correspondiente. Se determiné la absorbancia a 562 nm en un
espectrofotémetro Infinite® 200 PRO, TECAN. Los extractos de proteinas se almacenaron a

-20 °C hasta su utilizacion.

4.3.4. Western Blot.

4.3.4.1. SDS-PAGE.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10 y 12%. El gel concentrador (stacking), en todos
los casos, se realizé al 4%. La corrida se realiz6é a 40V en el gel stacking y a continuacién a
120V durante 2 horas aproximadamente, hasta que el azul de bromofenol del buffer de

carga llegue a la parte inferior del gel.

Para la preparacion de las muestras se utilizé buffer de lisis y buffer de carga en volimenes
indicados en la tabla 5.3 (resultados), de forma de obtener todas las muestras a la misma
concentraciéon para la siembra. Las muestras fueron tratadas a 95 °C durante 5 minutos en

termoblock.

La siembra se realizé en cantidades de 10 y 30 ug de proteinas de acuerdo al ensayo
realizado, ver resultados tabla 5.3. El marcador de tamafio molecular utilizado fue
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Thermo Scientific™) (anexo
8.5).
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4.3.4.2. Transferencia.

Al finalizar el SDS-PAGE, se realizd la transferencia de las proteinas desde el gel a una
membrana de nitrocelulosa en buffer transferencia 1X (ver anexo 8.5), a 400 mA durante 1,5
horas en frio usando el dispositivo Mini Trans-Blot® Cell BioRad. Al finalizar, se tifo la
membrana con rojo Ponceau para evaluar la eficacia de la electrotransferencia y obtener un
control de carga. Sucesivamente, se bloqued la membrana con solucién de bloqueo (BSA
3% en buffer TBST, ver anexo 8.5) durante 40 minutos en agitacion a temperatura ambiente,
lo que permite bloquear sitios de unidon no especificos de anticuerpos. Transcurrido este
tiempo, se incubé con anticuerpos primarios con agitacién durante la noche a 4 °C.
Posteriormente, se realizaron 4 lavados con TBST durante 5 minutos cada uno y se incubé
con anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a peroxidasa de rabano (HRP)
(Tabla 4.1), todo con agitacion a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron
nuevamente 4 lavados con TBST con agitacion a temperatura ambiente de 5 minutos cada

uno.

El revelado se realizé utilizando el kit comercial Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific™). Se cubrié completamente la membrana con la mezcla de reactivos y
se incub6 durante 1 minuto. La lectura se realizé en el equipo GBOX Chemi System

(SynGene) a diferentes tiempos de exposicion.

TABLA 4.1 Lista de anticuerpos y diluciones preparadas.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Nombre Dilucion Especie huésped/clonal Compaiiia
anti-p53 (CM-1) 1:2500 Conejo/policlonal Borek Vojtesek
anti-p21 (12D1) 1:1000 Conejo/moncclonal Cell signaling technolgy
anti-g actina (AC-15) 1:5000 Ratén/monoclonal Sigma
anti-HA tag 1:2500 Conejo/paliclonal Sigma
anti-BiP 1:2500 Conejo/peliclonal Abcam

ANTICUERPOS SECUNDARIOS
Nombre Dilucion Especie huésped/clonal
anti-mouse IgG-HRP (sc525416) | 1:10000 Cabra/policlonal Sigma
anti-rabbit IgG-HRP (0545) 1:10000 Cabra/policlonal Sigma

4.3.4.3. Stripping.

Se incubd la membrana con buffer de stripping (ver anexo 8.5) durante 45 minutos a 50 °C
con leve agitacién. Sucesivamente, se realizdé un lavado con agua desionizada de tipo |, 3

lavados de 5 minutos cada uno con TBST y se bloqued nuevamente la membrana, todo con
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agitacién a temperatura ambiente, quedando de esta forma lista para posterior incubacion

con anticuerpos segun lo requerido.

4.4. Prediccion de G-quadruplex in silico.

Se utilizaron dos herramientas de prediccién de G4 de codigo abierto disponibles en la web:
i) QGRS Mapper (http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/.) [56], ii) G4RNA screener
(http://scottgroup.med.usherbrooke.ca/G4RNA _screener/.) [57].

i) El algoritmo utilizado en el servidor web QGRS Mapper se basa en un enfoque de
busqueda de expresiones regulares, incorporando un sistema de puntuacion. Los supuestos
G4 se identifican mediante el siguiente motivo: GxNy1GxNy2GxNy3Gx. El motivo consta de
cuatro conjuntos de guaninas de igual longitud separados por secuencias de nucleétidos
arbitrarios, en donde x es igual al nimero de Gs en cada conjunto, que a su vez se
corresponde con el numero de tétradas que componen el cuadruplex G. Las y1, y2 e y3

corresponden a la longitud de los bucles que conectan las tétradas de guanina.

La secuencia debe contener al menos dos tétradas y solo se consideran como potenciales
G4 hasta una longitud maxima de 30 bases. El sistema de puntuacién evalua la probabilidad
de que una secuencia determinada forme un G4 estable, siendo las secuencias con
puntuaciones mas altas las mejores candidatas para formar dicha estructura. Las
caracteristicas consideradas para asignar una puntuacion son: bucles mas cortos son mas
comunes que los bucles mas largos, los G4 tienden a tener bucles aproximadamente del
mismo tamafio y por ultimo, cuanto mayor sea el numero de tétradas de guanina, mas

estable sera el quadruplex. La puntuacién G mas alta posible es 105 [52,56].

ii) La herramienta G4RNA screener no se basa en motivos predefinidos para la busqueda de

G4. Integra tres sistemas de puntuacion: cGcC, G4H y G4NN.

G4NN se basa en un algoritmo de aprendizaje automatico, consiste en una red neuronal
artificial simple que se entrené con secuencias formadoras de G4 probadas, disponible en
una base de datos. El algoritmo fue disefiado para clasificar las secuencias entre 1 y 0, en

donde un valor mayor a 0,5 se considera como potencial G4 [57].

El algoritmo ¢GcC aborda el problema de la competencia entre las estructuras basadas en
G4 y apareamiento Watson-Crick. Se fundamenta en la consideracién de que la presencia
de mudltiples citocinas consecutivas en proximidades de un potencial G-quadruplex inhibe el

plegamiento G4. Se ha demostrado que las citocinas préximas se aparean con guaninas de
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un potencial G4 para adoptar estructuras de apareamiento Watson-Crick y no G4. La

puntuacion se informa en indice cG/cC, siendo potencial G4 un valor mayor a 2,05 [57,58].

El método G4H tiene en cuenta la riqueza y asimetria de guaninas de una secuencia dada.
La puntuacion asigna valores entre -4 y 4, y es 0 para secuencias aleatorias que
probablemente formen duplex estables. Un valor mayor a 1 se considera como potencial G4.
Valores negativos corresponden a una asimetria con mayor contenido en citocinas.

Los algoritmos que integran el servidor web G4RNA screener han sido comparados con
diferentes herramientas y verificados en un conjunto de G4 reportados experimentalmente
[562,57,58].

4.5. Analisis in vitro de secuencias potenciales formadoras de G4.

A partir de un conjunto de secuencias correspondientes a 5’UTR de genes regulados por
p53 a nivel postranscripcional segun estudios realizados por el laboratorio mediante
abordajes “omicos”, seleccionamos dos genes particulares para evaluar la formacion de G4
in vitro por varios motivos de interés. En primer lugar, contamos con el antecedente de que
el conjunto de secuencias de partida compartia un motivo rico en Gs con potencial para
formar G4, a los cuales evaluamos in silico mediante las herramientas mencionadas en la
seccion anterior. Por ultimo y no menos importante, consideramos el interés biologico de las
proteinas codificadas en esos ARNm. En consecuencia, a partir de los resultados e
informacién precedente seleccionamos un fragmento de cada una de las 5UTRs de los
genes TGFB1 y FXR2 (Tabla 4.2). Por otro lado ya ha sido reportado que la 5’UTR de
TGFB1 forma G4 in vitro, de acuerdo a resultados de dicroismo circular, por lo que

utilizamos ese oligo como control positivo para poner a prueba el modelo generado.

4.5.1. Preparacién de los oligonucleétidos.

Los oligonucledtidos de ARN estudiados se sintetizaron en Macrogen (Tabla 4.2). Se
reconstituyeron en agua desionizada de tipo | obteniendo una concentracion de 100 uM y se

almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.

Para inducir la formacién de la estructura G-quadruplex, los oligonucleétidos de ARN se
resuspendieron en buffer de plegado a una concentracion de 5 uyM. Sucesivamente se
incubod la solucion durante 20 minutos a 100 °C y se dejé enfriar durante la noche a
temperatura ambiente [51,54,59]. Para la condicion del oligonucledtido de ARN con
estructura completamente desplegada, se prepararon los ARN a una concentraciéon de 5 yM

en 100 mM de NaOH vy se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente [51].
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TABLA 4.2 Oligonucledtidos sintetizados. Las secuencias corresponden a un fragmento de
las 5°UTR de los ARNm de TGFB1 y FXR2.

NOMBRE Secuencia(b-3) Cantidad
oligo-TGFB1 GGGAGGAGGGGGA 30 nmol
oligo-FXR2 CGGGGGCGGCGGC 30 nmol

« Buffer de plegado:
40mM KCI
10mM fosfato de potasio, pH 7.

« Buffer fosfato de potasio, pH 7 100mM:
K;HPO, 1M _ 615 L
KH,PO, 1M _ 385 pL
H20 de tipol 9mL
e KCI1M:
KCl____ 373g
H20 de tipo | ¢.s.p 50 mL

« NaOH 5M:
NaOH_ __2g
H20 de tipo | c.s.p 10 mL

4.5.2. Electroforesis de ARN.

Se realizaron distintos ensayos de electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% nativo y
desnaturalizante, se tineron con SYBER gold (SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain,
Invitrogen™) o con N-metilmesoporfirina IX (NMM) para detectar ARN total o G-quadruplex,

respectivamente.

NMM es una porfirina no simétrica soluble en agua que se une selectivamente a estructuras

G-quadruplex. ElI complejo formado es excitado a 399 nm y emite fluorescencia a 610-614
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nm. NMM es un ligando dependiente de estructura G-quadruplex y no de secuencia, y
presenta diferente grado de afinidad por G4, siendo alta, media y poca o nula para G4

paralelas, hibridas y antiparalelas, respectivamente [60].

El marcador de tamafio molecular utilizado fue microRNA marker (New England Biolabs,
#N2102S), que contiene un conjunto de tres oligonucledtidos sintéticos de ARN

monocatenario de 17, 21 y 25 residuos de largo.

En el ensayo de electroforesis de ARN, se procedié a una ejecucion previa del gel a 100 V
durante 15 minutos en buffer TBE 1X. Sucesivamente se lavaron los pocillos con pipeta
pasteur para eliminar la acrilamida residual. Una vez cargadas las muestras, se ejecuté el
gel a 100V durante 90 minutos aproximadamente en frio. La tincion de los geles se realizd
en oscuridad, durante 15-30 minutos en agitacién a temperatura ambiente. Para revelado
con SYBER gold se realizé una dilucion 1:10000 y el NMM se prepard en una concentracion
de 10 pg/mL, ambos en buffer TBE 1X. Transcurrido este tiempo, las lecturas se realizaron
en transiluminador UV para el gel tefido con SYBER gold y en GBOX Chemi System
(SynGene) para el gel tefiido con NMM.
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5. Resultados y discusion.

5.1. Obtencion de los plasmidos de interés.

Se obtuvieron los plasmidos C52, C53 y C54 en un alto grado de pureza y concentracion,
dados por la relacion de Abs,gnm /AbS,0,m Y cuantificacion a 260 nm respectivamente,

obtenida por espectrofotometria en el equipo NanoDrop (Tabla 5.1).

TABLA 5.1. Datos obtenidos por NanoDrop luego de la purificacion de ADN plasmidico.

Plasmidos Concentracién(ng/uL) Abszsonm /AbS2g0nm
C52 2514 1,91
C53 661 1,88
C54 1041 1,88

En el analisis mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% se pudo comprobar que las
bandas observadas corresponden con el tamafo esperado de los plasmidos purificados
(Figura 5.1).
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Figura 5.1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las maxipreparaciones de ADN

plasmidico. Se sembré 150 ng de cada ADN plasmidico purificado de colonias E. coli
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transformadas con los vectores indicados. C52* corresponde al vector purificado por
minipreparacion disponible en el laboratorio y C1 es el plasmido que contiene p53 salvaje,

ambos utilizados como control. Se sembraron 5 uL del MPM.

Los plasmidos C52, C53 y C54 tienen un tamafio de 7356, 7347 y 7320 pb,
respectivamente. Por su parte, C1 (pcDNA3-P53 wt) contiene 6564 pb y ya estaba en el
laboratorio. Se observa una banda mayoritaria en cada muestra que corresponde a los
plasmidos en su conformacion superenrollada dado que migran mas lejos en el gel respecto
de las otras bandas presentes. Las distintas conformaciones de un mismo ADN circular
tienen la particularidad de migrar distinto. La conformacién superenrollada migra una mayor
distancia en el gel que la forma lineal debido a su estado compacto. Por el contrario, la

forma circular relajada se retrasa en el gel respecto de la lineal.

Se corroboro la identidad del inserto mediante secuenciado en Macrogen (Seul, Corea del
Sur) y posterior verificacion con secuencia de referencia, se adjunta secuencias en anexo
8.1.

5.2. Validaciéon de la expresion y funcionalidad de las proteinas p53 fusionada a
APEX2 en células H1299.

52 1. Cuantificacin d nas total

En la Tabla 5.2 se muestran los resultados de la cuantificacion de proteinas de los extractos
de células H1299 transfectadas y en la Tabla 5.3 se indican los volumenes utilizados para la
preparacion de las muestras de forma de obtenerlas todas a una concentracion de 1,13
Mg/uL para la siembra. En la Figura 5.2 se muestra la curva de calibracion utilizada. Se

obtuvieron cantidades suficientes de proteinas para multiples ensayos de western blot.
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Curva de calibracién para proteinas totales
12

y=0,5038x +0,1203 * 1,0027
R? = 0,9955

Absorbancia

0 05 1 1.5 2 2,5
Concentracion PT (pg/pL)

Figura 5.2. Curva de calibraciéon de proteinas. El estandar utilizado fue albumina sérica

bovina (BSA) cuantificado por triplicado en 8 diluciones diferentes.

Tabla 5.2. Cuantificaciéon de proteinas. [Prot]: concentracion de proteinas en la muestra,

Abs: Absorbancia. NT: Células no transfectadas.

Muestra dilucion Abs. pg/mlL ug/ul [Prot] pg/uL
C30 DMSO 5 0,326 647,95 0,65 3,24
C1DMSO 5 0,280 555,58 0,56 2,78
C52 DMSO 5 0,199 394,59 0,39 1,97
C53 DMSO 5 0,217 430,78 0,43 2,15
C54 DMSO 5 0,209 414,97 0,41 2,07
NT DMSO 5 0,310 615,44 0,62 3,08
C30 THAP 5 0,237 469,76 0,47 2,35
C1THAP 5 0,209 414,87 0,41 2,07
C52 THAP 5 0,169 336,12 0,34 1,68
C53 THAP 5 0,209 415,07 0,42 2,08
C54 THAP 5 0,152 302,01 0,30 1,51
NT THAP 5 0,239 473,64 0,47 2,37
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Tabla 5.3. Preparacion de las muestras. Se indican las cantidades de muestra, buffer de lisis
y buffer de carga 4X para obtener una concentracion final de 1,13 ug/uL en todas las
muestras. Los volumenes a cargar para masa de proteinas se muestran a la derecha. [prot]:

concentracion de proteinas.

Vol. de muesira (ul) para X cantidad de pg

Muesftra Vol. Buffer Vol. Muestra | Buffer carga [Prot] 10 ug 20 ug 30 ug 50 ug
lisis (uL) (uL) muestra4Xx (uL) | pg/uL

C30 DMSO 26,70 23,30 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C1DMSO 22,82 27,18 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C52 DMSO 11,73 38,27 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C53 DMSO 14,95 35,05 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C54 DMSO 13,61 36,39 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
NT DMSO 25,46 24,54 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C30 THAP 17,86 32,14 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C1THAP 13,60 36,40 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C52 THAP 5,08 44,92 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C53 THAP 13,62 36,38 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
C54 THAP 0,00 50,00 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15
NT THAP 18,12 31,88 16,66 1,13 8,83 17,66 26,49 44,15

Mediante western blot se pudo comprobar que el sistema de expresion funciond
correctamente. En los controles utilizados, la condicion no transfectado (NT) y la
transfeccién con el plasmido sin inserto (C30), no se observa ninguna banda al revelar con
el anticuerpo contra p53, lo cual es esperado dado que no se encuentra p53 en el extracto
de proteinas (Figura 5.3). Por su parte, en muestras de células transfectadas con el
plasmido con p53 salvaje (C1) se observa una banda del tamafio esperado, proximo a 55
kDa. No se observa banda correspondiente a p47 en condicidon de estrés, si bien parece
haber una disminucion de la banda compatible con p53 (Figura 5.3). De todas formas, este
mismo plasmido ya ha sido utilizado por otros integrantes del laboratorio y se ha validado el
patrén de expresion de las isoformas p53 y p47 de acuerdo a lo reportado en la literatura
(reportado en [34] y validado en Trabajo Final de Carrera de la Licenciatura en Ciencias

Bioldgicas en etapa de escritura de Fabrizzio Costa).

En las muestras provenientes de extracciones de células transfectadas con los plasmidos
C52, C53 y C54 en condiciones normales, se observan bandas predominantes de tamafio
préximo a 100 kDa que corresponden a la proteina p53 y p47 fusionadas a APEX2 (Figura

5.3). Por otro lado, en presencia de tapsigargina, se identifica una ligera disminucion en la
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banda p53-APEX, sin embargo, no es claro el aumento de p47-APEX, lo que se indica con
flechas negras. El tratamiento con tapsigargina promueve la UPR y desencadena un
programa celular de respuesta al estrés en el que se incluye el aumento de la expresién de
la isoforma p47 [34,61], lo que no detectamos en este experimento para la proteina de
fusion p47-APEX2. De todas maneras, la disminucién de la expresion de p53-APEX2 indica
que efectivamente hay un cambio en las concentraciones relativas de estas isoformas en
condiciones de estrés, por lo que los plasmidos seran utilizados en el futuro. Por otra parte,
también se observan bandas préximo a los 55 kDa principalmente en condicion sin THAP
para los plasmidos C52, C53 y C54 que podrian corresponder a p53 disociado del fragmento
de APEX. Asimismo, también se observan bandas de menor peso molecular que podrian

deberse a productos de degradacion u otras isoformas de menor tamano que p53.
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Figura 5.3. Deteccion por Western blot de isoformas de p53 fusionadas a APEX2. Con
flechas negras se indican las dos isoformas producidas a partir del mismo ARNm de p53
fusionada a APEX2 y en el plasmido C1 a p53 wt. A la izquierda se observa el marcador de
tamarno molecular utilizado. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-p53 (CM-1) policlonal de
conejo y anti-B actina (AC-15) monoclonal de ratén. THAP +/- : tratamiento con o sin

tapsigargina. Se sembraron 10 ug de proteinas totales.

Para confirmar que las bandas préximas a 100 kDa efectivamente corresponden a la
construccion de p53-APEX, se realizé un ensayo de western blot en las mismas condiciones
que las presentadas anteriormente pero se utilizé anticuerpos especificos contra la etiqueta

derivada de hemaglutinina de virus influenza (tag-HA), presente en los plasmidos C52 y C53
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(ver Figura 4.2. seccion de materiales y métodos). En consecuencia, se verifica que las
bandas préximas a 100 kDa corresponden a las proteinas p53-APEX2 y p47-APEX2 (Figura
5.4). A su vez, nuevamente se observan bandas de menor tamafo, indicadas con estrellas

rojas, que podrian ser inespecificidades o productos de degradacion.
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Figura 5.4. Ensayo de western blot para isoformas de p53 fusionadas a APEX2. Con flechas
negras se observan las bandas correspondientes a las proteinas p53 y p47 fusionadas a
APEX2 y que contienen la etiqueta de hemaglutinina. Los anticuerpos utilizados fueron:
anti-HA tag policlonal de conejo y anti-B8 actina (AC-15) monoclonal de raton. THAP +/- :

tratamiento con o sin tapsigargina. Se sembraron 30 ug de proteinas totales.

A continuacién, se realizd un ensayo de western blot con el objetivo de observar p47 en
presencia de THAP. Para eso se hizo un corte vertical entre el carril 8 y 9 para revelar el
plasmido C1 con mayor tiempo de exposicion en el equipo G-Box y evitar posible
interferencia de la alta intensidad de las bandas préximas a 100 kDa producidas a partir de
los plasmidos C52, C53 y C54. Como referencia de los tamafios moleculares esperados, se
incluyeron las proteinas p53 y p47 codificadas por los plasmidos C6 y C7 respectivamente,
ya presentes en el laboratorio. En la Figura 5.5 panel A, se identifican las bandas
correspondientes a p53-APEX proximo a los 100 kDa al igual que el primer ensayo
realizado. A su vez no es claro un aumento de p47 en condicion de estrés. En el panel B, en

las muestras de células transfectadas con el plasmido C1 en presencia de THAP se observa
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una disminucién de la banda correspondiente a p53 y una banda tenue de menor tamafio
que se corresponde con p47, dado que se encuentra a la misma altura que la proteina
codificada por el plasmido de referencia C7, indicado con una flecha negra. A su vez, se
verifica que no se corresponde con productos de degradacion u otras isoformas de p53,
como las indicadas con estrellas rojas. En consecuencia, se puede verificar el efecto del
tratamiento con tapsigargina en la células H1299 que promueve la expresién diferencial del
par p53/47 a partir del plasmido C1.
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Figura 5.5. Ensayo de western blot para determinar expresion de p47 en condicién de
estrés. En el panel A se observan las bandas correspondientes a p53 y p47 fusionado a
APEX2. Panel B, con flecha negra se indica banda de p47 en presencia de THAP y con
estrellas rojas se indican posibles productos de degradacion de p53 o isoformas de menor
tamarno molecular. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-p53 (CM-1) policlonal de conejo y
anti-B actina (AC-15) monoclonal de ratén. THAP +/- : tratamiento con o sin tapsigargina. Se

sembraron 10 ug de proteinas totales.

Una vez confirmada la expresion exitosa del par p53/p47-APEX, nos propusimos evaluar su
actividad determinando el perfil de expresién de uno de los blancos principales de p53 como

es p21, en condicion de presencia y ausencia de THAP, de acuerdo a lo reportado
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previamente en la literatura [34]. En nuestro ensayo pudimos detectar la expresion de p21 a
la altura esperada solo en las muestras que fueron transfectadas con ADN conteniendo
alguna de las secuencias de p53. A su vez, no se observa expresion de p21 en ausencia de
p53, lo que concuerda con reportes previos [34]. Por otro lado, ha sido reportado que tanto
p53 como su isoforma p47 tienen la capacidad de inhibir la traduccion del ARNm de p21 en
UPR, resultando en una disminucion de la expresion de la proteina p21 inducida por p53 en
condiciones normales [34]. Este patron reportado lo pudimos corroborar en células
transfectadas con el plasmido C1 que expresa las isoformas p53 y p47 no fusionadas a
APEX2. Ademas, pudimos comprobar que la proteina de fusiéon p53-APEX tiene el mismo
efecto en la expresion de p21 que p53 salvaje: aumenta la expresion de p21 en condiciones
normales y baja, pero no es nula, cuando hay estrés en RE (Figura 5.6). Por lo tanto, la
fusion a APEX2 parece no afectar esta actividad de p53. Para el trabajo futuro de la linea de
investigacion en principio asumimos que la fusion a APEX2 no afecta mayormente la funcién

del par p53/p47, lo que iremos corroborando a medida que avancemos en el proyecto.
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Figura 5.6. Evaluacion de la expresion de p21 y BiP en presencia y ausencia de THAP. Se
muestra el ensayo de western blot con anticuerpos: anti-BiP (A12) policlonal de conejo,
anti-p21 (12D1) monoclonal de conejo y anti-B actina (AC-15) monoclonal de ratén. THAP

+/- : tratamiento con o sin tapsigargina. Se sembraron 30 ug de proteinas totales.

En paralelo, evaluamos la expresion de la chaperona Bip para analizar la induccion
adecuada de la UPR. BiP es un regulador central de la homeostasis del RE que aumenta su
expresion en UPR. La proteina de expresion constitutiva actina fue utilizada como control de
carga y de forma complementaria, en la Figura 5.7, se presenta la tincién de la membrana

con rojo ponceau. En su conjunto, estas evidencias verifican que los procedimientos del
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ensayo se realizaron de forma correcta y permiten confiar en la variacion de expresién de

p53 y de su blanco p21 analizados mas arriba.

Figura 5.7. Membrana con proteinas totales transferidas tefiidas con rojo Ponceau.

5.3. Evaluacion de la formacion de estructuras G-quadruplex en secuencias ricas en

guaninas.

5.3.1. Prediccion de G-quadruplex in silico.

Se realiz6 la prediccion in silico de un conjunto de secuencias correspondientes a 5UTR de
genes que parecen estar regulados por p53 a nivel postranscripcional en UPR, segun
resultados obtenidos por el laboratorio mediante caracterizacion del transcriptoma y
proteoma en células H1299 en condiciones normales y de estrés en el RE, tanto en
presencia como en ausencia de p53/p47 (resultados no publicados, trabajo de Maestria en

Biologia Celular y Molecular de PEDECIBA de Irene Larghero Valdivia).

El analisis mediante las herramientas bioinformaticas QGRS Mapper y G4RNA screener,
arrojé un conjunto de genes con potencial para formar G4 en su extremo 5UTR. En el
algoritmo QGRS Mapper, cualquier puntuacion es indicativa de coincidencia de la secuencia
con el motivo que caracteriza a los G4 (GxNy1GxNy2GxNy3Gx, ver seccion 4.4) pero una
puntuacion mayor a 30 indica alta probabilidad de formar una estructura G4 estable. Por su
parte, las puntuaciones mayores a 0,5, 2,05 y 1 en G4NN, cGcC y G4H, respectivamente,

se consideran como potenciales G4. En la tabla 5.4 se muestran las secuencias mejor
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puntuadas candidatas a formar G4 in vitro. Se aprecia que en la mayoria de los casos, las

secuencias analizadas cumplen con las caracteristicas de potenciales formadoras de G4.

Tabla 5.4. Resultados obtenidos por las herramientas bioinformaticas QGRS Mapper y
G4RNA screener. ¢cGcC, G4H y G4NN son tres diferentes algoritmos combinados en la
herramienta G4RNA. GQRSM: Mapeo de secuencias ricas en G potenciales G4. Con
rectangulos se sefalan las secuencias que fueron seleccionadas para analizar in vitro de

acuerdo a las observaciones descritas mas abajo.

GEN cGcC G4H G4NN GQRSM
HEXIM1 51,5 1.4 0,8376 41
TGFBA 26 14 0,8933 34
IRF2BP2 21 1,85 0,9872 57
DDXx42 11,2222 1,2833 0,74% 21
TPMT 9,8333 1,55 0,8956 39
FGF2 9,5 1,2593 0,851 20
FXR2 8,3636 1,0833 0,7493 21

Para seleccionar las secuencias a ser evaluadas in vitro acerca de su capacidad de formar
G4 se consideraron diferentes variables. Ademas del eventual interés biologico de las
proteinas codificadas por los ARNm en estudio, se consideré el grado de solapamiento entre
el motivo rico en Gs encontrado previamente por el laboratorio en las 5’UTRs de ARNm de
interés y la regién detectada como posible formadora de G4 por las herramientas
informaticas utilizadas en este trabajo. En la Figura 5.8 se muestran fragmentos de las
5'UTR de los genes FXR2 y TGFB1, los que finalmente fueron seleccionados para los
ensayos in vitro. Con lineas rojas se subraya la region propensa a G4 determinada por
G4RNA screener y encuadrado en negro la region obtenida mediante GQRS Mapper. Por su
parte, se encuadra en azul el motivo rico en G descrito previamente por el laboratorio
mediante herramienta web MEME Suite. Marcado en amarillo se muestra la secuencia que
finalmente hemos seleccionado para evaluar la formacion de G4 in vitro.

Para el oligo FXR2, las predicciones resueltas por los dos algoritmos bioinformaticos para
G4 coinciden en gran medida. Ademas, se observa también que las predicciones incluyen al
motivo rico en Gs encontrado previamente en el laboratorio. Por tanto, la selecciéon de la
region a estudiar in vitro parece bastante respaldada. La region incluye al menos una
fraccion de cada una de las secciones descritas mas arriba.

En cambio, para el gen TGFB1 no encontramos coincidencia ni total ni parcial entre los

resultados de las predicciones bioinformaticas para G4. No obstante, si se demuestra
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coincidencia entre el predictor G4RNA screener y la secuencia rica en Gs encontrada en
5'UTRs de ARNm candidatos. En concordancia con esto ultimo, ya ha sido reportado que la
5UTR de TGFB1 forma G4 in vitro, de acuerdo a resultados de dicroismo circular
empleando un fragmento comprendido en la region subrayada con rojo y encuadrada en
azul [59]. En consecuencia, hemos seleccionado la region previamente reportada como
formadora de G4 para utilizar como control positivo para poner a prueba el modelo generado
en este trabajo. Ademas, TGFB1 es también un gen candidato que aparece diferencialmente
expresado en los analisis realizados previamente en el laboratorio, por lo que es doblemente

interesante para el grupo de investigacion.

(A)
FXR2:

GCAGTAGGCGGCGGTGACAGGAGGAGGTGGAGACTG
TGGAGCGGCAGCGGCAGCAGCGGGTCCCGGGAC TGA
GGCAGCAGEEESEESEENE M- JGCGGAAGC TGAGG
TGACGAAGGCAGCEGCGGCGEGCGEACCGTTTCCCTCA
(B)

TGFBT:

6CCGCCECCECCCTTCGCGCCCTGEECCRTCTCCCT
CCCACCTCCCTCCGCGGAGCAGCCAGACAGCGAGGG]
[CCCCGGCCGGGGGCAGGGGGARCGCCCCGTCCGGGG
CACCCCCCCEGCTCTCACCCECCCEOCEGECCERLe
TCCECCCEEAGCCCAGCARCCACTCCGCCGAGGAGCA
GCCTGRAGECCCCAGAGTC TCAGACEAGCCECOCECCE
CCCCCGCCACTGCECCCGAGGAGGGGGAGGAGGAGLG)
GGAGGAGGGACGAGCTGGTCGGGAGAAGAGGAAAAA
AACTTTTGAGACTTTTCCGTTGCCGCTGGGAGCCGG

Figura 5.8. Parte de las secuencias 5’UTR de genes FXR2 y TGFB1. Subrayado en rojo se
muestra la regién resuelta por G4RNA y encuadrado en negro la obtenida por GQRSM. En
azul se indica el motivo rico en Gs que comparten un conjunto de ARNm que parecen estar
regulados por p53 en UPR obtenidos mediante abordajes “6micos”. En amarillo se resalta la

secuencia seleccionada que fue finalmente enviada a sintetizar para ser analizada in vitro.
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5.3.2. Analisis in vitro de secuencias potenciales formadoras de G4.

A continuacién, evaluamos la formacion de G4 en fragmentos de las 5’UTR de TGFB1y
FXR2 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en diferentes condiciones iénicas ya
que los G4 son estabilizados por cationes que pueden intercalarse en una tétrada o entre
dos tétradas. Utilizamos SYBER gold para detectar ARN total y N-metilmesoporfirina 1X
(NMM) para detectar ARN G-quadruplex.

En primera instancia, analizamos el oligonucleotido TGFB1 en buffer de plegado (10mM de
fosfato de potasio y 40mM KCI, ver seccion 4.5.1) y en presencia de NaOH que
desestabiliza la estructura G4. Los resultados del gel nativo revelado con SYBRGold en la
Figura 5.9 A muestran que el oligo TGFB1 esta presente en mas de una conformacion en
condiciones de plegado. Por el contrario, cuando es incubado con NaOH solo aparece una
poblacion de moléculas, indicado por la presencia de una unica banda. En paralelo, la
tincibn con NMM revela la presencia de una sola banda en la condicion de plegado,
sugiriendo que en esa poblacion hay moléculas adoptando estructuras de G4. Sin embargo,
en presencia de NaOH esperariamos no observar G4 (panel A tincion con NMM). No
obstante, es bien reconocida la elevada estabilidad de las estructuras G4, que incluso
pueden mantenerse en condiciones desnaturalizantes [42,46,54]. Por tanto, los resultados
obtenidos comprueban la formacion de G-quadruplex en el oligonucleétido TGFB1 (Figura

5.9), como se ha reportado previamente con técnicas de dicroismo circular [59].

Para analizar la estabilidad de las estructuras formadas, repetimos el ensayo con el
agregado de un tratamiento adicional con NaOH e incubado a 95 °C durante 20 minutos, lo
que se indica con estrellas negras en el panel B de la Figura 5.9. Para este tratamiento, no
se observa ninguna banda ni en el revelado con SYBER Gold ni con NMM, lo que sugiere
que el oligonucleétido de ARN fue degradado. La tincion con SYBR Gold y NMM en los
demas carriles del panel B sugieren la presencia de una banda correspondiente a G4 en
buffer de plegado, que si bien disminuye en intensidad, igual aparece en presencia de

NaOH, de igual forma a como se indic6 en el panel A.
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Figura 5.9. Anélisis de formacion de G4 en TGFB1 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 % nativo. En la parte superior se indican las condiciones de tratamiento de
las muestras. Fosfato de potasio +KCI: 40 mM KCIl y 10 mM fosfato de potasio, pH 7. NaOH
100mM. Con estrellas negras se indica el tratamiento a 95 °C durante 20 minutos en 100
mM NaOH. SYBER gold: tincién de acidos nucleicos, NMM: deteccion de ARN G4. Se
sembraron 0,66 ug de ARN.

A continuacién, con el objetivo de estudiar ain mas la estabilidad de la estructura G4
revelada con NMM, analizamos el oligonucleétido TGFB1 en condiciones mas agresivas
mediante electroforesis desnaturalizante en combinacion con incubacion de las muestras a
95 °C durante 5 minutos previo a la siembra. Se utilizé un oligonucleétido de ADN de 13
residuos como referencia de tamano molecular. Los resultados se muestran en la Figura
5.10, donde las estrellas negras indican condicién de tratamiento a 95 °C durante 5 minutos.
En primer lugar, volvimos a detectar que el tratamiento con NaOH y elevadas temperaturas
resulta en la degradacién del oligonucleétido de ARN, dado que no se observan bandas con
ninguna de las tinciones en la Figura 5.10 A. Nuevamente, la tincion con SYBR Gold
evidencia la presencia de diferentes estructuras que incluso son resistentes a las
condiciones de desnaturalizacion impuestas por el gel y que persisten a pesar del
tratamiento con temperatura en condiciones de plegado. Por el contrario, el revelado con
NMM verifica la formacién de G4 por parte del oligo TGFB1 e indica de forma selectiva la
presencia de G4s en las bandas de menor tamafio aparente en la condicién de plegado,
tanto sin y con incubacién a altas temperaturas, que tampoco han sido desnaturalizadas por

el tipo de gel empleado. Es importante sefialar que en ningun caso se observa banda en el
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marcador de peso molecular ni en el oligonucleétido de ADN, lo cual demuestra selectividad

del colorante al G4.

De forma adicional, evaluamos el oligonucleétido TGFB1 resuspendido en agua ultrapura de
tipo | (MiliQ), condicién nula o muy baja cantidad de iones, que es desfavorable para la
formacion de las estructuras G4. En primer lugar, en la tincion con SYBR Gold evidencia la
presencia de diferentes estructuras, tanto en presencia de buffer de plegado como en
condicion de baja carga idnica determinada por la presencia del oligonucleétido en agua
ultrapura (Figura 5.10 B). Sin embargo, esperariamos observar una uUnica banda en la
condicion con baja carga idnica, que se corresponde con el oligonucleétido desplegado, en
la condicion desnaturalizante del gel. Algunas de estas bandas observadas podrian ser
agregados multiméricos y formacién de estructuras de orden superior que persistieron en
condicién de baja cantidad de iones y desnaturalizacién impuesta por el gel. Por otro lado,
se analizé el oligonucledtido en agua ultrapura y presencia de 100 mM de NaOH, con la
finalidad de evaluar el efecto del tratamiento alcalino en presencia de baja cantidad de
iones. Como resultado, se observa una unica banda en la tincion con SYBER Gold (Figura
5.8 B), lo que evidencia un cambio como resultado del agregado de NaOH. No obstante,
debemos confirmar si la banda observada corresponde con el oligonucleétido desplegado o
a su forma estructurada en G4 resistente al tratamiento alcalino. Por ultimo, la tincion con
NMM verifica la presencia de posible estructura G4 en el tratamiento en buffer de plegado al
igual que los resultados anteriores (Figura 5.10 B) y se observa una banda de menor
tamafno en las condiciones en presencia de agua ultrapura y 100 mM NaOH. Esto ultimo
refleja que la estructura G4 parece ser altamente estable a pesar de formarse en menor

medida en las condiciones descritas.

En términos generales, es importante puntualizar que el gel realizado no parece
desnaturalizar completamente las muestras y debemos revisar acerca de las soluciones y
condiciones del gel 6ptimas para trabajar con oligos de ARN de pequeio tamafo. Tampoco
pudimos verificar si se trata de un G4 intermolecular o intramolecular, en el primer caso, la
migracion del mismo se retardaria en el gel en comparacion con una unica molécula en
estado lineal dado que lo forman mas de una molécula y en el segundo, migraria a mayor
velocidad debido a una compactacién del oligonucleétido en la estructuracién G4. Sin
embargo, teniendo en cuenta que el oligonucleétido esta formado por 13 residuos, debemos
analizar si podemos resolver tales diferencias en el gel de concentracion 15% realizado. En
cualquier caso, se concluye que TGFB1 forma G4 y que la condicién en presencia de fosfato
de potasio y KCI favorece en mayor medida la estabilizacién de la estructura. A su vez, es
probable que la estructura formada se trate de G-quadruplex paralelos, conformacion por la

que el NMM tiene mayor afinidad. De todas maneras, la confirmaciéon acerca de la formacion
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de G4, y particularmente el tipo de estructura, se debera comprobar mediante otra

metodologia, como por ejemplo dicroismo circular.
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Figura 5.10. Analisis de formacion de G4 en TGFB1 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 % desnaturalizante. En la parte superior se indican las condiciones de
tratamiento de las muestras. Fosfato de potasio +KCIl: 40mM KCl 'y 10mM fosfato de potasio,
pH 7. NaOH 100mM. Con estrellas negras se indica el tratamiento a 95 °C durante 5 minutos
con las sales indicadas. SYBER gold: tincion de acidos nucleicos, NMM: deteccién de ARN
G4. Se sembraron 0,33 g de ARN.

A continuacion, evaluamos el oligonucledtido FXR2 mediante electroforesis nativa y
desnaturalizante. Los resultados del gel nativo revelado con SYBRGold en la Figura 5.11
muestran que el oligo FXR2 esta presente en mas de una conformacion en condiciones de
plegado y en agua ultrapura tipo I. En contraste, cuando es incubado con NaOH solo
aparece una poblacion de moléculas, indicado por la presencia de una unica banda. En
paralelo, en la tincion con NMM no se observa sefial para ninguna de las condiciones de
tratamiento impuestas, lo que sugiere que el fragmento seleccionado de la secuencia de la
5'UTR del oligonucledtido FXR2 no forma G4. No obstante, se deberan realizar mas
estudios para confirmar estos resultados. Una posibilidad seria realizar el ensayo en
diferentes concentraciones idnicas para buscar la condicién éptima de plegado de un
posible G4 en el oligo FXR2. De hecho, el buffer de plegado utilizado en el ensayo es 6ptimo
para el oligo TGFB1 pero no sabemos si es apropiado para el caso de el fragmento de

FXR2. Uno de los protocolos analizados informa que si bien una concentracién de cation
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monovalente de 25 mM suele ser suficiente para la formacion completa del G4, en el caso
de secuencias nuevas, la concentracion minima de cation para el plegamiento completo

debe comprobarse mediante titulacién [51].
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Figura 5.11. Analisis de formacion de G4 en FXRZ2 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 % nativo. En la parte superior se indican las condiciones de tratamiento de
las muestras. Fosfato de potasio +KCIl: 40mM KCI y 10mM fosfato de potasio, pH 7. NaOH
100mM. SYBER gold: tincion de acidos nucleico, NMM: deteccion de ARN G4. Se
sembraron 0,20 ug de ARN.

Por dltimo, evaluamos el oligo FXR2 en las mismas condiciones como las descritas
anteriormente pero en gel desnaturalizante, Figura 5.12. Nuevamente, parece que el oligo
FXR2 esta presente en mas de una estructura en condicion de plegado y en agua ultrapura
revelado con SYBER Gold. En cambio, en presencia de NaOH solo se identifica una banda.
Mediante tincion con NMM se confirma la ausencia de estructuras G4 en las condiciones
descritas en el ensayo, al igual que los resultados obtenidos en gel nativo analizado

previamente.
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Figura 5.12. Analisis de formacion de G4 en FXRZ2 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 % desnaturalizante. En la parte superior se indican las condiciones de
tratamiento de las muestras. Fosfato de potasio +KCI: 40mM KCl y 10mM fosfato de potasio,
pH 7. NaOH 100mM. SYBER gold: tincién de acidos nucleico, NMM: deteccion de ARN G4.
Se sembraron 0,20 ug de ARN.
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6. Conclusiones y perspectivas.

En este trabajo final de carrera, nos propusimos como objetivo general contribuir al
desarrollo de herramientas que nos permitirdn explorar la actividad de regulacién post
transcripcional de la familia p53 en UPR. En particular, hemos desarrollado vectores de
expresion para usar en un modelo de células humanas que permite identificar ARNm
cercanos a p53 y su isoforma p47 durante la UPR y dimos los primeros pasos para la puesta
a punto de un sistema in vitro para estudiar la formacion de G4 en oligonucleétidos de ARN.
Por ultimo, ambas aproximaciones seran utilizadas en el futuro para abordar el estudio de

potenciales interacciones entre p53 y ARNm G4 en contexto de UPR.

En términos generales, los plasmidos de p53 fusionadas a APEX2 se obtuvieron en cantidad
y calidad adecuada y fueron purificados mayoritariamente en su conformacion
superenrollada. A su vez, se confirm¢ la identidad del inserto mediante secuenciacion
Sanger. Por otro lado, mediante western blot se comprobd que el sistema de expresiéon en
las células H1299 funciond correctamente, las proteinas p53 y p47 fusionada a APEX2 se
identifican como una banda del tamafo esperado, proximas a los 100 kDa. No obstante, no
detectamos en este experimento un aumento claro de la proteina p47-APEX2 en condicion
de UPR. De todas maneras, la disminucion de la expresion de p53-APEX2 indica que
efectivamente hay un cambio en las concentraciones relativas del par p53/47-APEX2, por lo
que se concluye que el tratamiento con THAP promueve la expresién diferencial de las
proteinas p53 y p47 a partir de los plasmidos generados con respecto de la condicién sin

estrés, por lo que los plasmidos generados seran utilizados en el futuro.

A continuacion, se evalu6 la actividad de las proteinas p53 y su isoforma p47 fusionada a
APEX frente a uno de sus blancos principales, como es el caso de p21. Se comprobd que la
proteina de fusion p53-APEX tiene el mismo efecto que p53 salvaje sobre la expresion de
p21, por lo tanto la fusion a APEX2 parece no afectar esta actividad de p53. De forma
paralela, trabajos realizados por la Lic. Catalina Barbot confirman los resultados obtenidos
ya que se evidencia una actividad adecuada de la proteina de fusion sobre la expresion de

p21 y otros blancos claves analizada mediante mediante RT-qgPCR.

Se comprobé in silico el potencial para formar G4 de un conjunto de secuencias
correspondientes a 5’UTR de genes de interés, mediante dos tipos diferentes de
herramientas bioinformaticas complementarias. Esto sirvié de base para seleccionar oligos
que fueron analizados in vitro durante este trabajo pero ademas sera utilizado en el futuro
para identificar nuevas regiones de otros ARNm de interés con potencial de formar G4 y

estudiar la eventual implicancia de estas estructuras en la regulacion traduccional mediada
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por p53. Por ultimo, desarrollamos un sistema para estudiar la formaciéon de estructuras G4
in vitro en diferentes condiciones idnicas que juegan un rol fundamental en la estabilizacion
de la estructura G4. Confirmamos la presencia de G4 en el oligo de ARN TGFB1, como se
ha reportado anteriormente, lo que valida el modelo desarrollado. En contraste, en las
condiciones del ensayo no identificamos G4 en FXR2 in vitro. No obstante, debemos realizar
mas estudios para confirmar estos resultados. De hecho, si bien una concentracién de
cation monovalente de 25 mM suele ser suficiente para la formacion completa del
G-quadruplex, debemos buscar la concentracion minima de cation para el plegamiento
completo del oligo FXR2 [52]. De todas formas, en términos generales desarrollamos un

modelo para estudiar estructura de ARN G4, el cual debemos perfeccionar.

Como perspectiva y en el marco del proyecto ANIl FCE_1_ 2023 1 175762 dirigido por el
tutor de esta tesina, proponemos identificar los ARNm cercanos a las isoformas p53 y p47
durante la UPR por medio del modelo celular que hemos contribuido a desarrollar, lo que
permitira obtener un conjunto de ARNs que podrian estar regulados por la familia p53 en
condicion de UPR. Ademas, pretendemos analizar las conformaciones adoptadas por los
ARNmM y su dinamica. En particular, evaluaremos si los G4 pueden actuar como plataforma
de unién para la proteina p53 y si contribuyen en controlar la expresion de proteinas
codificadas en los ARNm involucrados. Por otro lado, es de nuestro interés analizar un
conjunto amplio de ARNs mediante el sistema de identificacion de G4 in silico e in vitro
generado, asi como también estudiar algunas secuencias seleccionadas mediante

aproximaciones biofisicas como dicroismo circular y curvas de disociacion medidas en UV.
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Anexos.

8.1. Secuencias obtenidas de los plasmidos generados.

A continuacion se muestra las secuencias obtenidas con cada primer y posteriormente las
secuencias completa del gen codificante para la proteina de fusién p53-APEX2 para cada

uno de los respectivos plasmidos generados.

o

52:
=BHG_R

TATAGAATAGGGCCCTCTAGATGCATGCTCGAGTTATCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATGATCCGCCGGE
ATCAGCARACCCAAGCTCGGAAAGCTTTITGGTGAGCCTCAGCGTAATCAGCAAAGAAGGCATCTTCGTCCGCTGCATA
TTTGTCAACGAGAGGGCGGAATACAGGGTCAGACAAAAGAGCCTTGTCAGAAGGTAGCTGAAGGAGACCTTCCTTCT

CACCACTCAACAACTCCGTGAAGTATGAGTTGTCGAAAATAAGAGGATTAGAGGTCCAGGGACCCTCAAATCCAGAAC
GCTCCTTGTGTGCAGCTCCAATAGTGTGACCCCCAGATAGAGCAACGATATCTTGGTCAGTAAGCCCCATAGCTTTGE

=P9_F

COGCGCACAGAGGAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAG
CACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGATCC
GTGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAATGAGGCCTTGGAACTCAAGGATGCCCAGGCTGGGAAGGA
GCCAGGGGLGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAAAAAACTCA
TGTTCAAGACAGAAGGGCCTGACTCAGACGGTGGLGGATCAGGAAAGTCTTACCCAACTGTGAGTGCTGATTACCAG
GACGCCGTTGAGAAGGCGAAGAAGAAGCTCAGAGGCTTCATCGCTGAGAAGAGATGCGCTCCTCTAATGCTCCGTTT
GGCATTCCACTCTGCTGGAACCTTTGACAAGGGCACGAAGACCGGTGGACCCTTCGGAACCATCAAGCACCCTGCCG
AACTGGCTCACAGCGCTAACAACGGTCTTGACATCGCTGTTAGGCTTTTGGAGCCACTCAAGGCGGAGTTCCCTATTT
TGAGCTACGCCGATTTCTACCAGTTGGCTGGCGTTGTTGCCGTTGAGGTCACGEGTGGACCTAAGGTTCCATTCCAC
CCTGGAAGAGAGGACAAGCCTGAGCCACCACCAGAGGGTCGCTTGCCCGATCCCACTAAGGGTTCTGACCATTTGAG
AGATGTGTTTGGCAAAGCTATGGGGCTTACTGACCAAGATATCGTTGCTCTATCTGGGGGTCACACTATTGGAGCTGE
ACACAAGGAGCGTTCTGGGATTTGAGGGTCCCTGGACCTCTAATCCTCTTATTTTCGACAACTCATACTTCACGGAGTT

o
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P
GTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTC
CACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACA]

CTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCC

p53

link
APEX2
link
A ATAACTCGAGCAT
GCATCTAGAGGGCCCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGEA tag-

CTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGE | ya
CACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTC
TGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGG.

TGCGGTGGGCTCTATGG (Senal poliadenilacién BGH)
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ACCCAAGCTCGGAAMGCTTTTGGTGAGCCTCAGCGTAATCAGCAAAGAAGGCATCTTCGTCCGCTGCATATTTGTCAA
CGAGAGGGCGGAATACAGGGTCAGACAAAAGAGCCTTGTCAGAAGGTAGCTGAAGGAGACCTTCCTTCTCACCACTC
AACAACTCCGTGAAGTATGAGTTGTCGAAAATAAGAGGATTAGAGGTCCAGGGACCCTCAAATCCAGAACGCTCCTTG
TGTGCAGCTCCAATAGTGTGACCCCCAGATAGAGCAACGATATCTTGGTCAGTAAGCCCCATAGCTTTGCCAAACACA
TCTCTCAAATGGTCAGAACCCTTAGTGGGATCGEGCAAGCGACCCTCTGETGGTGEETCAGGCTTGTCCTCTCTTCCA
GGEGETGGAATGGAACCTTAGGTCCACCCGTGACCTCAACGGCAACAACGCCAGCCAACTGGTAGAAATCGGCGTAGCT
CAAAATAGGGAACTCCGCCTTGAGTGGCTCCAAAAGCCTAACAGCGATGTCAAGACCGTTGTTAGCGCTGTGAGCCA
GITCGGCAGGGTGCTTGATGGTTCCGAAGGGTCCACCGGTCTTCGTGCCCTTGTCAAAGGTTCCAGCAGAGT GGAAT
GCCAAACGGAGCATTAGAGGAGCGCATCTCTTCTCAGCGATGAAGCCTCTGAGCTTCTTCTTCGCCTTCTCAACGGCG
TCCTGGTAATCAGCACTCACAGTTGGGTAAGACTTTCCTGATCCGCCACCGTCTGAGTCAGGCCCTTCTGTCTTGAAC
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GATGTTCCGAGAGCTGAATGAGGCCTTGGAACTCAAGGATGCCCAGGET GGGAAGGAGCCAGGGGELGAGCAGGGCT
CACTCCAGCCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAAAAAACTCATGTTCAAGACAGAAGGGCCT
GACTCAGACGGTGGCGGATCAGGAAAGTCTTACCCAACTGTGAGTGCTGATTACCAGGACGCCGTTGAGAAGGCGAA
GAAGAAGCTCAGAGGCTTCATCGCTGAGAAGAGATGCGCTCCTCTAATGCTCCGTTTGGCATTCCACTCTGCTGGAAC
CTTTGACAAGGGCACGAAGACCGGTGGACCCTTCGGAACCATCAAGCACCCTGCCGAACTGGCTCACAGCGCTAACA
ACGGTCTTGACATCGCTGTTAGGCTTTTGGAGCCACTCAAGGCGGAGTTCCCTATTTTGAGCTACGCCGATTTCTACC

AGTTGGCTGGCGTTGTTGCCGTTGAGGTCACGGGTGGACCTAAGGTTCCATTCCACCCTGGAAGAGAGGACAAGCCT
GAGCCACCACCAGAGGGTCGCTTGCCCGATCCCACTAAGGGTTCTGACCATT TGAGAGATGTGTTTGGCAAAGCTAT

GGEGGCTTACTGACCAAGATATCGTTGCTCTATCTGGGGGTCACACTATTGGAGCTGCACACAAGGAGCGTTCTGGATT
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Promotor CMV
GTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCA
AGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAA
AATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCT
ATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATAC
GACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTACTGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAG
CCCCCTCTGAGTCAGGAAACATTTTCAGACCTATGGAAACTACTTCCTGAAAACAACGTTCTGTCCCCCT
TGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACC
CAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCT
ACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAAAACCTAC
CAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCACGTACT P53
CCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCA
CACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTT
GTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATC
CGAGTGGAAGGAAATTIGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTG
CCCTATGAGCCGCCTGAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAACTACATGTGTAACAGTTCCT
GCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCATCACACTGGAAGACTCCAGTGGTAATCTAC
TGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAG
AATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGCACTGCCCAA
CAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGATCCG
TGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAATGAGGCCTTGGAACTCAAGGATGCCCAGGCTG
GGAAGGAGCCAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCC

link

APEX

tag-HA
TGATAACTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTCGCTGATCA
GCCTCGACTGTGCCTTCTAG TTGCCAGCCATCTGTTG

TTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGA
GAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTICTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAA
GGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGG

(Seial poliadenilacién BGH)
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GCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGATCCGTGGGCGTGAGCGCTTC
GAGATGTTCCGAGAGCTGAATGAGGCCTTGGAACTCAAGGAT GCCCAGGCTGGGAAGGAGCCAGGGGGGAGCAGG
GCTCACTCCAGCCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATARAAAAACTCATGTTCAAGACAGAAGGG
CCTGACTCAGACGGTGGCGGATCAGGAAAGTCTTACCCAACT GTGAGTGCTGATTACCAGGACGCCGTTGAGAAGGC
GAAGAAGAAGCTCAGAGGCTTCATCGCTGAGAAGAGATGCGCTCCTCTAATGCTCCGTTTGGCATTCCACTCTGCTGG

CCTGAGCCACCACCAGAGGGTCGCTTGCCCGATCCCACTAAGGGTTCTGACCATTTGAGAGATGTGTTTGGCAAAGC
TATGGGGCTTACTGACCAAGATATCGTTGCTCTATCTGGGGGTCACACTATTGGAGCTGCACACAAGGAGCGTTCTGG
ATTTGAGGGTCCCTGGACCTCTAATCCTCTTATT T TCGACAACTCATACTTCACGGAGTTGT TGAGTGGTGAGAAGGAA
GGTCTCCTTCAGCTACCTTCTGACAAGGCTCTTTITGTCTGACCCTGTA
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Promotor CMV
GTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTC
CACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACA
ACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCT
CTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCC
AAGCTTACTGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGTCAGGAAACATTT
TCAGACCTATGGAAACTACTTCCTGAAAACAACGTTCTGTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATT
TGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAA
TGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCC
CCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAAAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGG
GCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTG
CCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCC
GCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAG
CGCTGCTCAGATAGCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTG P 53
GAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTTGGC
TCTGACTGTACCACCATCCACTACAACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGG
CCCATCCTCACCATCATCACACTGGAAGACTCCAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTG
CGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCC
TCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGCACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGC
CAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGATCCGTGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGT

GACAGAAGGGCCTGACTCAGACGGTGGCGGATCAC

APEX

GATAACTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCTATTCTATAGTGTCACCTAAA
TGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGA
CTGTGCCTICTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTIGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTIGACCCTGGAAGGTGL
ICACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTC
TGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGA

TGCGGTGGGCTCTATGG (Senal poliadenilacion BGH)
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8.2. Soluciones gel de agarosa.
e TAE 50X:

Tris base 2M

Acido acético glacial 1M

EDTA 0,05M, pH 8

Se guarda el stock 50X y se diluye en agua miliRO para llevar a 1X al momento de

usarse.
o Buffer de carga 6x para ADN:

Tris-HCI 10 mM (pH 7,6)
0,03 % azul de bromofenol
0,03 % xileno cianol FF

60 % glicerol

EDTA 60 mM.

8.3. Medio de cultivo:
o Luria-Bertani (LB):

10 g de triptona

5 g de extracto de levadura
10 g NaCl

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

Esterilizar por autoclave

8.4. Solucion extraccién de proteinas.

o Buffer de lisis:

20mM HEPES KOH pH 7,5

50mM B-glicerofosfato (inhibidor de proteasas)

1mM EDTA pH 8

1mM EGTA pH 8

0,5 mM Na;VO, (inhibidor de ATPasas, entre otras enzimas)
100mM KCI

10% glicerol

1% triton 100x
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8.5. Soluciones y marcador de peso molecular utilizado Western Blot.
o Buffer de corrida 10X de proteinas:

30,3 g de TRIS-base
144 g glicina

10 g SDS

H,O miliQcs.p1L

o Gel Stacking (4%): (para 5 mLl)

H,OmiliRO ..., 3mL
Acrilamida (30%, 29:1).............. 0,67 mL
TrissHCI 0,5M pH 6,8.............. 1,25 mL
SDS 10%..uueveeeeeeeeiiiiiieeeeeeeee 50 uL
APS 10%..cceeeeeeiiiiiiiiieeeeeeee 50 uL
TMED....cooiiiiiiiiee 5puL

o Gel separador (10%):  (para 15 mL)

H,OmiliRO ..., 6,15 mL
Acrilamida (30%, 29:1).............. 4,95 mL
TrissHCI 1,5M pH 8,8.............. 3,75 mL
SDS 10%..cuvviiiieeeeiiiiiiiieeeeeeeee 0,15 mL
APS 10%...ceeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeee, 0,15 mL
TMED......coiiiiie, 7,5 UL

o Buffer de carga (4X) para proteinas.

250 mM Tris-HCI pH 6,8
12% SDS

40% glicerol

20% B-mercaptoetanol

0,02% azul de bromofenol

o Buffer de transferencia 1X:
100 ml buffer de corrida 10X
200 ml ETOH 95%

H,O miliQcs.p1L



o Buffer TBST:
50 mM Tris-HCI ph 7,5
NaCl 150 mM
0,1% Tween 20

o Buffer de Striping
60mM Tris-HCI pH 6,8
2% SDS

0,1 M B-mercaptoetanol

e Solucién de bloqueo (3% BSA en TBST):
3 gBSA
100 mL TBST

~15 | —

Gel Blot

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Figura 8.2. Marcador de peso molecular utilizado en western blot.

8.6. Soluciones utilizadas en electroforesis de ARN.
e PAGE 15%: para un minigel de 1 mm de espesor, se utilizaron las siguientes

cantidades.

TBE 10X . o 0,9mL
Acrilamida (30%, 29:1).............. 4,5 mL
MIlIQ...o e, 3,6 mL
APS 10%..cccoviiiiiiiiiieiieeeeee, 90 uL
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Buffer de carga nativo 5X:

60mM KCI

10mM de Tris, pH 7,5
50 % glicerol

0,025% xilencianol FF

0,025% azul de bromofenol

TBE 10X:

1M Tris base
1M Acido bérico
0,02 M EDTA

PAGE 15% desnaturalizante: (cantidades para un minigel)

TBE 10X ..o, 0,45mL
Acrilamida (30%, 29:1).............. 4,5 mL
Urea (c.f. TM).....ovvrrieiieiiieeeeee 3,82¢
MiliQC.S.P v 9mL
APS 10%..ccoiiiiiiieiiiiieeaeiienn, 90 pL
TMED......coiiiiiiieen, 9 uL

Buffer de carga desnaturalizante 2X

8 M Urea
20% Glicerol
0.025% xilencianol FF

0.025% azul de bromofenol
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