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RESUMEN

El gen TP53 codifica en humanos para la proteina P53. Esta proteina juega un rol
central en varios procesos celulares, siendo los mas importantes su accién en el
arresto del ciclo celular y su funcién como mediador de la apoptosis. En los ultimos
treinta afios, P53 se ha convertido en uno de los supresores de tumores mas
estudiados, y ha sido llamado “guardian del genoma” por su capacidad de activarse
frente a situaciones de dafio en el ADN.

La accidn principal de P53 se lleva a cabo a través de su actividad como regulador de la
transcripcidon. De esta forma, P53 activa o reprime la transcripcién de genes blanco,
mediante la unién a sus elementos de respuesta.

La informacidn disponible en la base de datos de mutaciones en TP53 de la IARC
(International Agency for Research in Cancer), muestra que este gen se encuentra
mutado en mas del 50% de los canceres. Alrededor del 90% de estas mutaciones son
puntuales y la gran mayoria afecta al dominio de unidn al ADN.

Entre las mutaciones que afectan al dominio de unién al ADN, cerca de un 5%
corresponde a mutaciones sindnimas, es decir, que no ocasionan un cambio en el
aminoacido codificado. Se ha mostrado que este porcentaje es claramente mayor al
gue se esperaria encontrar en condiciones de neutralidad. Por tanto, esta observacién
indicaria que mutaciones sindnimas en P53 en casos de cancer podrian afectar la
actividad normal de la proteina.

Se han propuesto varios mecanismos a través de los cuales las mutaciones sinénimas
alterarian la funcion proteica. Entre ellos se destacan la posibilidad de afectar la
estructura secundaria, vida media y el corte y empalme del ARN mensajero, asi como
la generacion de cambios en el nivel de expresidn, en la estructura tridimensional y en
la solubilidad de la proteina.

Este trabajo busca establecer si la actividad transcripcional asi como la expresién de
P53 puede verse afectada por mutaciones sindnimas, ubicadas en el dominio de unién
al ADN. Se analizaron 10 mutantes sindnimos de P53, que contienen variantes
sindnimas de los codones de prolina 151, 152 y 153. Nuestro objetivo fue determinar si

la sustitucién de codones sinénimos que codifican prolinas en las mencionadas



posiciones altera la actividad transcripcional de P53, en comparacién con la secuencia
codificante salvaje.

La actividad transcripcional de mutantes de P53 puede ser analizada en células de
levadura, utilizando el sistema FASAY (de Functional Analysis of Separeted Alleles in
Yeast). En este sistema se evalua la capacidad de los diferentes mutantes de P53 para
activar la transcripcién de un gen reportero. La expresion de este ultimo se evidencia
mediante un cambio de color en la levadura.

El sistema FASAY original implica la transformacion de las levaduras con un pldsmido
lineal digerido con enzimas de restriccion y un producto de PCR con la secuencia
codificante de P53. Este sistema utiliza el aparato de recombinacion homodloga de la
levadura para generar plasmidos que expresen P53.

En trabajos previos, nuestro equipo de investigaciéon evalué la funcionalidad de
mutantes sindnimos por este sistema. En el presente trabajo se utilizd una estrategia
diferente, basada en el FASAY, que busca disminuir el porcentaje de error del sistema
original. Con este fin, se procedié a clonar los mutantes de P53 en un vector de
expresion de levadura, para evitar la utilizacién del sistema enddgeno de
recombinacion homdloga de la levadura. Como ventaja, esta estrategia permite
asegurar que la secuencia a analizar serd la correcta en todas las colonias de levadura,
luego de la transformacion.

Los resultados obtenidos utilizando este nuevo sistema indican que el ruido de fondo
del sistema FASAY se redujo fuertemente cuando se analiza la actividad transcripcional
de P53 salvaje. Sin embargo, cuando se analizan los mutantes sinénimos de P53 no
aparecen diferencias significativas en la capacidad de activar la transcripcién del gen
reportero, en comparacién con la secuencia salvaje.

En conclusién, podemos decir que no se detecté un efecto de las mutaciones

sindnimas analizadas en la actividad P53 en el sistema de estudio.



INTRODUCCION

El presente trabajo tuvo como eje central el andlisis del efecto de mutaciones
sinébnimas en la funcionalidad de la proteina supresora de tumores P53. En las
siguientes secciones se brinda un marco tedrico que busca introducir al lector al vasto
campo de estudio que es la investigacidon en P53 y al efecto de las mutaciones

sindnimas en la expresion génica.

1. LA PROTEINA P53

P53 es uno de los supresores de tumores sobre los que se han realizado mas
investigaciones en los ultimos 35 afios. Desde su descubrimiento en el afio 1979, de
forma casi simultdnea por tres grupos independiente51 23 esta proteina ha cambiado
dramaticamente nuestra vision del ciclo de vida de la célula y del cancer como
patologia. En este tiempo, nuestro conocimiento sobre P53 se fue incrementando,
pasando por momentos en los cuales se lo considerd un oncogén, para luego ser
considerado como el supresor de tumores por excelencia y ser conocido por su acciéon
pro-apoptadtica frente a situaciones de estrés celular y dafio en el ADN.

Hoy sabemos que la funcién mds importante de P53 es la de regulacién de la
transcripciéon de un elevado nimero de genes, controlando procesos celulares que
mantienen la homeostasis y la integridad del genoma de la célula. Si bien mucho se ha
avanzado en la comprensién de su funcidn, aun queda mucho camino por recorrer
para entender todas las vias en las que se encuentra involucrado este “guardian del

genoma”.

a. El gen TP53
La proteina P53 es codificada en humanos por el gen TP53. Este se localiza en el brazo
corto del cromosoma 17, mas exactamente en la banda 17p13.1  y estd compuesto

por 11 exones, interrumpidos por 10 intrones.



El primer exdn es de gran tamano, no es codificante y esta localizado a una distancia
de 8 - 10 kb del resto de los exones. Junto con la primera porcion del exén 2, este
exon comprende la regiéon 5 UTR del ARNm de P53. La regién 3’ UTR esta contenida en
parte del ex6n 11 °.

El promotor que controla la expresion de TP53 es relativamente débil y carece de TATA
box, CAAT box y zonas ricas en GC, secuencias que son caracteristicas de muchos
promotores °.

En su totalidad, TP53 ocupa unos 20 kb de ADN en el cromosoma y produce una

proteina de 393 aminodécidos °.

b. Estructura de P53

En su forma activa, P53 es una proteina tetramérica, compuesta por 4 mondémeros
idénticos de 393 residuos de aminodcido cada uno. Es una proteina capaz de unirse al
ADN, con una estructura en dominios 7,

El nombre P53 hace referencia a la masa molecular observada de esta proteina cuando
migra en un gel SDS-PAGE (53 kDa). Posteriormente se descubrid que esta masa se
encuentra sobrestimada, ya que la masa molecular correcta de cada mondmero es de
43.7 kDa . La migracion mas lenta de los monémeros de P53 es debida a la presencia
de regiones ricas en prolina que atrasan la migracién. Este fendmeno se ha observado
también en otras proteinas ricas en prolina °.

En la Figura 1 se muestra una representacion de la estructura de los dominios de unién
al ADN de cada mondmero interaccionando con un sitio de unién, determinada por
Malecka et. al, 2009 °.

La informacidn actual sobre la estructura tanto del tetrdmero como del monémero de
P53 proviene de datos obtenidos de estructuras resueltas de dominios individuales o
de dominios interaccionando con proteinas y ADN. No ha sido posible aiin obtener una
estructura completa de la proteina. Esto se debe a la presencia de zonas con
estructura muy flexible y poco definida en algunos de los dominios, que dificultan la

. . . 11
determinacion de la misma .
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Figura 1. Estructura de los dominios de union al ADN del tetramero de P53 unidos a su secuencia
consenso — Representacion de la estructura cristalografica de los cuatro dominios de unién al ADN del
tetramero de P53. A, B, C y D corresponden a los distintos mondmeros. Los dtomos de Zinc se ven en
amarillo. En rojo se resaltan las bases del ADN correspondientes a la secuencia consenso del elemento de
respuesta a P53. En el mondmero B (cian) se sefialan distintas estructuras secundarias del DBD (L: bucle,
S: hebra B, H: hélice a) y los extremos carboxilo (C) y amino (N) terminales. Se destaca la formacion del
tetramero por un “dimero de dimeros”. (Modificado de Malecka et al., 2009).

En la region amino terminal del mondémero de P53 se encuentra el dominio de
transactivacion (TAD) y una region rica en prolinas (PRR). La regidn central comprende
el dominio de unién al ADN (DBD), el cual presenta un alto grado de plegamiento.

Finalmente, hacia el extremo carboxilo terminal, se encuentra otra region rica en

prolinas, un corto dominio de tetramerizacién (TET), y el dominio carboxilo terminal de

regulacion (CT). Estas regiones de P53 se esquematizan en la Figura 2.
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Figura 2. Dominios de P53 — Se muestra un esquema de la estructura en dominios de P53. Los
numeros indican la posicidn de los aminoacidos que delimitan los dominios. (Modificado de Joerger
& Fehrst, 2008).

La regidn amino terminal es de estructura no definida, si bien se puede observar cierta
estructura secundaria en determinadas regiones funcionalmente importantes.
Contiene al dominio TAD, el cual a su vez se puede dividir en dos subdominios, TAD1 y
TAD2 ’. Al subdominio TAD1 se lo ha relacionado con la activacién de genes vinculados
al arresto del ciclo celular, mientras que el subdominio TAD2 tendria un rol mayor en la
apoptosis mediada por P53 2

El dominio TAD es un sitio de interaccion con muchas proteinas, como por ejemplo
componentes de la maquinaria de traduccion y coactivadores transcripcionales, asi
como proteinas reguladoras como MDM2’. También es una zona susceptible a sufrir
varios tipos de modificaciones post traduccionales. Un ejemplo de estas
modificaciones es la fosforilacién. Se ha reportado que la fosforilacidon en los residuos
de Treonina 18 y Serina 22 ayuda a disminuir la afinidad de P53 por su regulador
negativo MDM2 o

Funcionalmente, se puede decir que el TAD es un dominio muy importante, ya que
esta involucrado en la activacién de la transcripcion por P53 2,

La presencia de regiones de desorden intrinseco en este TAD facilita la unién de
diversas proteinas blanco con alta especificidad. En muchos casos se observa la
formacidn de estructuras, inducidas tras la unidn a determinada proteina o

La regién rica en prolinas del extremo amino terminal de P53 contiene 5 motivos PXXP.
Tales motivos son generalmente conocidos por mediar diversas interacciones entre
proteinas. El rol exacto de esta regién aun no es comprendido en su totalidad ’.
Experimentos funcionales sugieren que la region PRR podria contribuir a la actividad

de P53 en la supresién del crecimiento y la apoptosis B,
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El dominio DBD esta implicado en la unién al ADN sitio especifica. La estructura
cristalografica del DBD de P53 acomplejado con el ADN, resuelta por primera vez en
1994, mostré un dominio formado por una sandwich 3, que sirve como andamiaje
para dos grandes bucles y un motivo bucle-hoja-hélice ™. El sandwich B esta formado
por dos hojas 3 antiparalelas que se empaquetan una contra la otra. El motivo bucle-
hoja-hélice se ancla en el surco mayor del ADN e incluye el bucle L1, las hebras 3 S2 y
S2’, partes de la hebra extendida S10 y la hélice carboxilo terminal (H2). La otra mitad
de la superficie de union al ADN esta formada por dos largos bucles, L2 y L3, los cuales
son estabilizados por un &tomo de Zinc ’. En la Figura 3.a se muestran modelos
estructurales de este dominio libre y unido al ADN.

En la zona comprendida entre el DBD y el TET, se encuentra una regién de 33
aminodacidos, que si bien tradicionalmente no es llamada como zona rica en prolinas y
carece de motivos PXXP, contiene 7 prolinas. La funcidn principal de esta region seria
acomodar las diferentes disposiciones espaciales del DBD y el TET en los tetrameros
unidos al ADN, ademas de su funcién como regién espaciadora entre dominios *.

El dominio de tetramerizacidn consiste en una corta hebra  y una hélice a, unidas por
un giro, en una forma de “V”. La estructura tetramérica de P53 puede describirse como
un dimero de dimeros. Dos mondmeros forman un dimero primario, en el cual las
hojas B se posicionan de forma antiparalela y son estabilizadas por interacciones
hidrofdbicas. Dos de estos dimeros se asocian a través de sus hélices para formar el
tetramero ” . Un estudio de biogénesis de P53 in vitro mostré que la formacién de los
dimeros ocurre co traduccionalmente, mientras que los tetrdmeros son formados post
traduccionalmente mediante dimerizacién de dimeros en solucién . En la Figura 3.b
se observan dos representaciones de la estructura de cuatro dominios de
tetramerizacion interaccionando.

El dominio CT se caracteriza por la abundancia de residuos de aminodacido basicos.
Tiene una estructura desordenada, muy flexible conformacionalmente, si bien es capaz
de adquirir estructuras ordenadas tras la unién a proteinas o la union inespecifica al
ADN. Se encuentra sujeto a extensivas modificaciones post traduccionales tales como
acetilacién, ubiquitinacidn, fosforilacién, sumoilacién, metilacién y neddilacion, que

regulan la actividad y la cantidad de esta proteina en la célula 7
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Figura 3. Dominio de unién al ADN y Dominio de Tetramerizacion — En a. se muestran tres estructuras

del DBD. La estructura de la izquierda corresponde al DBD libre (se sefialan los bucles L1, L2 y L3 y un
adtomo de Zinc) (Tomado de Joerger & Fehrst, 2008). Las estructuras del centro y de la derecha muestran

la interaccidon con el ADN. Se sefialan diferentes estructuras secundarias (H1, H2, S2, S2’, L1, L2 y L3), el
atomo de Zinc y aminodcidos que son comunmente mutados en casos de cancer (R175, R249, R273,
R282). (Tomado de Stavridi et al., 2005). En b. se observan dos estructuras correspondientes a cuatro
dominios de tetramerizacion interaccionando, vistas desde diferente orientacion. Se sefialan dos leucinas
importantes para la interaccion (Leu 348 y Leu 344). (Tomado de Joerger & Ferhrst, 2008).

c. Funcion de P53

La funcién principal de P53 es la de regulacién de la transcripcién. Multiples seiales,
como por ejemplo dafio en el ADN y otras situaciones de estrés celular, llevan a la
activacién funcional de P53. Una vez activado, P53 puede unirse a sus elementos de
respuesta en el ADN vy activar o reprimir la expresién de numerosos genes blanco.

El elemento de respuesta para la unién especifica de P53 en el ADN se caracteriza por
la presencia de dos secuencias pentaméricas invertidas, generalmente encontradas en
tandem y separadas por 0 — 13 pb. La secuencia consenso para este elemento fue
definida en 1992 por el-Deiry et al, y es la siguiente: 5" PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy 3,
donde Pu y Py son purinas y pirimidinas respectivamente 6. Sin embargo, también se
han encontrado otras secuencias de unién especifica para esta proteina que se alejan

12



de este consenso. El elemento de respuesta a P53 puede estar localizado tanto en el
promotor como en secuencias no codificantes del gen blanco /.

La activacién de la transcripcion mediada por P53 involucra varias interacciones con
proteinas. Por un lado, se ha evidenciado el rol de reclutamiento de remodeladores de
la cromatina y acetilasas de histonas (en un caso también metiltransferasas)
dependiente de P53. Ademads, P53 ha mostrado facilitar la formacién del complejo de
pre iniciacidon de la transcripcidon a través de interacciones directas con el complejo
mediador *®. Entre las proteinas vinculadas a la activacién de la transcripcién mediada
por P53 se destacan p300 y CBP (CREB Binding Protein) *°. Ejemplos de genes activados
por P53 son BAX, PUMA, pertenecientes a la via de induccion de la apoptosis, MDM2
en la via de control de P53 (retroalimentacién negativa) y p21, vinculado a la detencién
del ciclo celular, entre muchos otros %°.

La represion de la transcripcion mediada por P53 puede ocurrir por una variedad de
mecanismos. En algunos casos P53 actua como un competidor por sitios en el ADN,
impidiendo que factores de transcripcidon especificos de determinados genes se
puedan unir a los promotores que activan. Por otro lado, P53 también es capaz de
reclutar modificadores de la cromatina y complejos represores hacia su punto de
unién. Otro mecanismo es por el secuestro de factores de transcripcion, mediante
interacciones proteina-proteina. A su vez, P53 puede reprimir la expresion de genes de
forma indirecta, activando la expresién de genes que resultan en el silenciamiento de
otros. Finalmente, en los ultimos afios se han identificado vias de represion mediadas
por ARNs no codificantes, como micro ARNs y ARNSs largos no codificantes %X, Ejemplos
de genes que son reprimidos por P53 son el gen de survivina, en la via de la apoptosis y
el gen c-myc en la via de supresién del crecimiento, entre otros 2.

La proteina P53 ha sido implicada en una variedad de vias que tienen un efecto anti
proliferativo, cada una de las cuales, bajo circunstancias apropiadas, contribuye a su
propiedad de supresor de tumores. Por ejemplo, en respuesta a daiio en el ADN, P53
activa la expresién del gen p21, un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina, que
ocasiona el arresto en el ciclo celular en el punto de control G1/S. De esta forma, P53
impide que el dafio al ADN sea transmitido a células hijas y brinda el tiempo necesario
para su reparacidon. Asimismo, P53 también promueve la senescencia celular, una

forma de arresto permanente del ciclo celular que puede ser inducida por varios
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factores, como teldmeros no funcionales y perturbaciones en la organizacion de la
cromatina, entre otros. Otro proceso en el que P53 juega un rol importante es en la
modulacion de la autofagia, proceso mediante el cual la célula degrada sus propios
componentes. Finalmente, la funcion mds conocida de P53 es su funcién pro
apoptodtica. Varios genes regulados por P53 estan vinculados a la induccién de la
apoptosis, como BAX, PIG-3, Killer, CD95, P53AID1, Perp y PUMA. Muchos de estos
pertenecen a la familia Bcl-2 de genes pro apoptdticos 2

Mads recientemente, se ha observado que P53 también controla genes relacionados a
otras vias celulares. Entre estas se destacan la via de regulacién del metabolismo de la
glucosa, (no solo bajo estrés nutricional, sino también en condiciones normales de
crecimiento), vias de generacion y eliminacién de especies reactivas del oxigeno y
procesos como la longevidad y el envejecimiento. Estos descubrimientos muestran que
P53 tiene funciones a lo largo de toda la vida celular, pudiendo llevar tanto a la
supervivencia como a la muerte celular, dependiendo de la circunstancia en que se
encuentre la célula %>.

La actividad bioquimica de P53 no se limita a su accion como regulador de la
transcripciéon. Se ha reportado, por ejemplo, que P53 es capaz de inhibir la replicacion
del ADN in vitro, en una forma dependiente de la unién al ADN. Se piensa que esta
actividad estaria mediada por su capacidad de modular la estructura del ADN %. Es
posible entonces que P53 funcione directamente en la transcripcion como en la
replicacion del ADN en su rol en la detencién del crecimiento. Una constatacién que
sugiere el rol de P53 en la replicacion del ADN es la presencia de sitios de unién al ADN
para P53 cercanos a origenes de replicacién putativos, tanto virales como celulares %,
Finalmente, P53 también ha mostrado tener actividad fuera del nucleo de la célula,
como en la via de desencadenamiento de la apoptosis independiente de la activacién
transcripcional. En esta via, P53 interactia con las proteinas de la familia Bcl-2
induciendo permeabilizacién de la membrana mitocondrial, como parte de la via
intrinseca de la apoptosis. Un posible rol de P53 en la homeostasis mitocondrial
también estd siendo estudiado %°. En la Figura 4 se esquematiza la actividad de P53

frente a diferentes situaciones de estrés.
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Figura 4. Funcion de P53 — Se esquematiza la activacion de P53 frente a diferentes situaciones de estrés
celular. Estos estimulos causan un aumento en el nivel de P53 en la célula, lo que lleva a la regulacion de
los genes blanco de P53 vy a su interaccidn con proteinas, que se traducen en diferentes respuestas
dependiendo del nivel de estrés celular. (Tomado de Oren & Levine, 2009).

d. Regulacién de P53

La regulacion de la respuesta al estrés mediada por P53 es muy importante, ya que
niveles muy altos de P53 pueden resultar letales para la célula, mientras que su
ausencia permite la oncogénesis. Los principales reguladores negativos de P53 son dos
proteinas, lamadas MDM2 y MDMX o MDM4,

MDM?2 (llamada HDM2 en humanos), es una E3 ubiquitina ligasa que se une a P53 en
el dominio de transactivacion y ubiquitina a P53, marcandolo para la degradacion
proteosomal. MDMX (HDMX en humanos) es una proteina de alta homologia
estructural con MDM2, que también se une al dominio de transactivacién de P53. Esta
proteina carece de actividad ubiquitina ligasa, pero inhibe la actividad de P53
mediante el bloqueo estérico de este dominio %,

Un ejemplo de una via de regulacién de P53 por estas proteinas es la respuesta a la
radiacidon ionizante. En una situacion de homeostasis, P53 es mantenida en niveles

indetectables en la célula por accion de MDM2 y MDMX. Frente a una situacién de
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estrés por radiacion ionizante, se activa la quinasa ATM, que fosforila a P53 en su
region amino terminal. Esta fosforilacion disminuye la afinidad de MDM2 y MDMX por
P53, lo que ocasiona una acumulacién de P53 y a su vez estabiliza y activa a esta
ultima, permitiendo entonces su actividad transcripcional. ATM también fosforila a
MDM2 y MDMX en sus extremos carboxilo terminal, lo que lleva a la degradacién de
estas proteinas. En las células que sobreviven a la respuesta al estrés mediada por P53,
pronto se recuperan los niveles celulares de MDM2, ya que este gen es activado por
P53. De esta forma se evita una respuesta exagerada al estrés que llevaria a la muerte
de la célula. A diferencia de MDM2, MDMX no es un gen regulado
transcripcionalmente por P53 27

La regulacién de P53 también ocurre a nivel transcripcional. En los ultimos 10 afios se
han descripto mas de 10 isoformas de P53, las que han demostrado tener un rol
importante en la modulacidon de la actividad de P53. La mayoria de las isoformas
comparten el dominio de unién al ADN de P53 completo, pero difieren en su extremo
amino y carboxilo terminal. Las isoformas de P53 son generadas por corte y empalme
alternativo del ARNm, la presencia de sitios de inicio de la traduccidn alternativos y por
la transcripcion a partir de un promotor alternativo. Algunas isoformas presentan
actividad transcripcional y se han encontrado expresadas diferencialmente en una
forma tejido dependiente %.

Finalmente, la actividad de P53 se encuentra altamente regulada por medio de
modificaciones post traduccionales, como ya se ha mencionado en este trabajo. Estas
modulan su conformacion, su localizacidon, su interaccion con proteinas y con

7
elementos de respuesta ’.

2. MUTACIONES EN TP53 Y CANCER

a. El rol de P53 en el cancer

El cancer puede definirse como un conjunto de enfermedades caracterizadas por la
presencia de un grupo de células malignas con crecimiento descontrolado y capacidad
de invasion de tejidos normalmente reservados para otras células. El desarrollo de esta

patologia puede comenzar en una sola célula, que debido a alguna alteracién genética
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0 epigenética, adquiere la capacidad de dividirse sin control, la cual puede ser
transmitida a su descendencia %. Segun los datos de la OMS, se estima que en 2030
unos 11 millones de personas morirdn de cancer en el mundo.

La proteina P53 ha sido relacionada a esta patologia desde su descubrimiento. A
mediados de la década de los 80’ fue clonado el gen TP53 a partir de células tumorales
y de células normales. El estudio de la actividad de tales clones, llevé a varios grupos
de investigacion a proponer que P53 era un oncogén. Sin embargo, varios trabajos
realizados a finales de esa década ayudaron a evidenciar que P53 era en realidad un
supresor de tumores, y que las propiedades oncogénicas de algunos de los clones se
debian a que se trataba de mutantes de P53 8,

Una de las primeras observaciones que se hicieron sobre P53, fue la deteccidn de esta
proteina mediante inmunohistoquimica en tejidos tumorales. Mientras que en tejidos
normales P53 es indetectable por esta técnica, se observaban cantidades importantes
de P53 en carcinomas. Esto se explica por la presencia de mutantes de P53 en los
tejidos tumorales. Estos mutantes de P53 a menudo son mas estables que la proteina
salvaje y se acumulan en la célula *°.

Otro de los descubrimientos que asociaban a P53 con el cdncer fue la deteccién de
mutaciones de linea germinal en P53, en pacientes con el sindrome de Li Fraumeni.
Este sindrome fue descubierto en 1969, cuando Li y Fraumeni evaluaron un gran
numero de familias con ocurrencia temprana de diferentes tipos de tumores. Este
sindrome parecia ser hereditario de forma autosémica y se caracterizaba por Ia
aparicion de distintos tipos de cancer a edades menores a los 45 afios en varios
miembros de una familia. Estudios moleculares posteriores indicaron que mutaciones
de linea germinal en TP53 son frecuentes en el sindrome de Li Fraumeni, si bien no
todos los casos se deben a mutaciones en este gen31.

A su vez, experimentos realizados con ratones defectivos en P53, mostraron que estos
presentaban un desarrollo embrionario normal, pero eran altamente susceptibles al
desarrollo de tumores a edades tempranas, tanto de forma espontanea, como frente a
carcinégenos 2. Por otro lado, la expresién de P53 salvaje mostré su capacidad de
inhibir el crecimiento de tumores cuando es transfectada en lineas celulares tumorales

33
humanas .
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Una vez que se conoce la actividad principal de P53 a nivel bioquimico y celular, es
clara la implicacion de esta proteina en el cancer. A través de la activacion de la
trascripcién, P53 detiene el crecimiento de las células frente a dafio en el ADN,
desencadenando apoptosis en casos en los que el dafio celular o gendémico es
irreparable. En el caso de los ratones defectivos para P53, por citar un ejemplo, el
desarrollo embrionario transcurre de forma normal, porque su ADN esta inicialmente
intacto. Sin embargo, en ausencia de P53 y al ser expuestos a agentes que dafian el
ADN, comienzan a acumular lesiones genéticas, que conducen a la oncogénesis 3,

El rol antiproliferativo de P53 en respuesta a varios tipos de estrés lo convierte
entonces en un blanco primario para la inactivacion en cancer. Datos provenientes de
la base de datos de mutaciones en P53 de la IARC (International Agency for Research in
Cancer), muestran que el gen TP53 se encuentra mutado en alrededor del 50% de los
canceres. Esto lo convierte en el gen mas mutado en los casos de cancer. La gran
mayoria de estas mutaciones son puntuales, a diferencia lo que ocurre en otros genes
supresores de tumores, en los que los tipos de mutaciones mas comunes son
deleciones, cambios de marco de lectura y mutaciones sin sentido. La mayoria de las
mutaciones en TP53 se localizan en el dominio de unién al ADN y son de cambio de
aminodcido.

En la Figura 5 se muestra una representacion grafica de la distribucién en codones de
las mutaciones puntuales de P53, encontradas en cancer. Se evidencia la presencia de
hot spots mutacionales, codones con una alta frecuencia de mutacién en comparacién
con el resto, en las posiciones 175, 245, 248, 249, 273,y 282 32,36

Se ha propuesto que P53 se encontraria afectado en todos los casos de cancer, ya que
en aquellos casos en los que no estd mutado, su actividad podria verse atenuada por
varios mecanismos adicionales >’. Por ejemplo, muchos virus ADN tumorales codifican
proteinas que se unen e inactivan a P53, como el antigeno T grande de SV40, la
proteina E6 del virus del papiloma humano y la proteina de 55 kDa E1B de adenovirus.
Otro mecanismo por el cual P53 puede volverse inactiva en tumores es por la sobre

expresién o activacién de los reguladores negativos MDM2 y MDMX *’.
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Figura 5. Distribuciéon de la frecuencia de mutacion en los codones de P53 — Se grafica la frecuencia de
mutacién en funcion de la posicidn del coddn en la estructura primaria de P53 (tomado de p53.iarc.fr).

b. Efecto de las mutaciones en TP53

Los mutantes de P53 que se han detectado en el cancer tradicionalmente se clasifican
en dos categorias principales. Los de clase | son aquellos que implican la sustitucién
de residuos de aminodcido que contactan directamente con el ADN (posiciones 248,
273). En los de clase |l se suelen ver afectados residuos importantes para estabilizar la
estructura nativa del dominio de unién al ADN (posiciones 175, 249 y 282). Las
proteinas codificadas por los mutantes de clase | suelen tener un plegamiento nativo,
mientras que las de clase Il son incapaces de adquirir la conformacidon nativa y
permanecen mal plegadas o

Una de las observaciones mas sorprendentes en las mutaciones de TP53 es que
muchas de ellas no resultan en la pérdida de la proteina. Al contrario, la mayoria de las
células en cancer acumulan la proteina P53 mutante. Estos altos niveles de P53 se
deben a que P53 mutante suele ser mas estable que P53 salvaje. En consecuencia, las
células tumorales se comportan como si estuvieran reteniendo selectivamente a P53
mutante. Esta propiedad no puede ser explicada argumentando que los mutantes de

P53 solo ocasionan la pérdida de funcionalidad de la proteina. Fue asi como se postulé
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gue P53 mutante puede tener un efecto oncogénico. Este efecto ocurre a través de
dos mecanismos principales. El primero es mediante el efecto dominante negativo. En
este caso, mutantes de P53 que son inactivos, aun retienen su capacidad de formar el
tetramero de P53. De esta forma, son capaces de formar complejos con P53 salvaje, lo
que resulta en el bloqueo de la funcidon de P53 salvaje % También se han reportado
casos en los que P53 mutante es capaz de secuestrar a P53 salvaje en una
conformacién inactiva, en agregados proteicos que se acumulan en la célula 3

El segundo mecanismo que lleva la selectividad por P53 mutante en células tumorales,
es la presencia de mutantes de P53 con ganancia de funcién .

En 1993 se describid por primera vez la capacidad de varios mutantes de P53 de
activar la transcripcién de un gen reportero controlado por el promotor del gen mdr
(multi drug resistance gene), que la proteina salvaje no era capaz de activar %.

Hoy en dia se proponen varias formas a través de las cuales los mutantes podrian
adquirir una nueva funcién. Mutaciones en los residuos de aminoacido que tienen
contacto con el ADN podrian cambiar la capacidad de union especifica al ADN, tal vez a
través de la presencia de elementos de respuesta especificos para P53 mutante que
aln no han sido caracterizados. Por otro lado, se ha constatado que mutantes de P53
pueden unirse a factores de transcripcién y también a proteinas de la familia de P53,
alterando su actividad.

Las proteinas de la familia de P53 son P63 y P73. Estas presentan un alto grado de
homologia con P53 y son capaces de activar la transcripcidn, pero su rol principal esta
vinculado a procesos como el desarrollo y la diferenciacidén celular. Recientemente se
ha mostrado que P63 se puede unir a P53 mutante y el complejo de ambos se une a
sitios en el ADN diferentes a los que P63 normalmente se uniria “,

El gran numero de vias en las que estd implicado y la cantidad de proteinas con las que
P53 interacciona amplian enormemente el espectro de actividades posibles de estos

mutantes de ganancia de funcién, lo que es tema de intensa investigacion.
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3. MUTACIONES SILENCIOSAS Y P53

a. Las mutaciones sindnimas

La secuencia nucleotidica de un gen es traducida a la secuencia de aminodcidos de una
proteina, siguiendo un conjunto de reglas denominado “cédigo genético”. La secuencia
de nucledtidos en una molécula de ARNm es leida en grupos de 3 nucledtidos,
denominados codones. El codigo genético determina cual aminoacido es codificado
por cada coddn. Existen 64 posibles combinaciones de 3 nucledtidos, mientras que las
proteinas estdn compuestas por solamente 20 tipos de aminoacidos. Los codones
sindnimos son aquellos que difieren en su composicién nucleotidica pero que codifican
para el mismo aminoacido. Por eso se dice que el cédigo genético es “degenerado”, ya
gue un tipo de aminoacido puede ser codificado por mas de un coddén. De hecho, los
unicos aminoacidos que son codificados Unicamente por un coddn son la metionina y
el triptéfano, mientras que el resto tienen entre dos y seis codones sindnimos 2

Esta redundancia en el cdédigo genético genera preguntas acerca del rol de los cambios
sinébnimos en la secuencia codificante de un gen. Inicialmente se asumidé que
mutaciones sinénimas, también llamadas silenciosas, no deberian tener ninglin efecto
en la expresion y funcionalidad de las proteinas codificadas, ya que no ocasionan
cambios en la estructura primaria de la proteina (la secuencia de aminodcidos). A su
vez, esto significaba que no existiria una presién selectiva hacia determinados codones
de aminodcidos, ya que el uso de codones seria indistinto y no habria un cambio en la
funcién celular, la adecuacién del organismo al ambiente, o en su evolucién. Lo que se
esperaria encontrar en estas circunstancias es que los codones sindnimos se
distribuyan uniformemente en el genoma, y que evolucionen de forma neutral, con la
fijacion de un determinado codén mediada Gnicamente por el azar “.

Sin embargo, a medida que se fueron secuenciando genes y genomas de diferentes
organismos, se encontrd que los codones sinénimos no son usados en frecuencias
iguales e uniformes, si no que existe un sesgo en el uso de determinados codones. Este
sesgo varia tanto entre diferentes especies de organismos, asi como entre genes de un

mismo genoma. De esta forma surgié el término “uso de codones”, el cual hace
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referencia a la frecuencia relativa a la cual se utilizan codones alternativos, que
especifican a un aminodacido en particular ** %,

El hecho de que los codones estén sujetos a cierta presion selectiva, implica entonces
que la sustitucién de codones por otros sinénimos puede ejercer un efecto positivo o
negativo en el proceso de expresion génica. Hoy en dia han sido estudiados diversos
mecanismos a través de los cuales estas sustituciones sindbnimas podrian afectar la
actividad de las proteinas. A continuacién se enumeran algunos de estos mecanismos.
En primer lugar, el cambio de codones sindnimos puede tener un efecto a nivel del
procesamiento del ARNm y la regulacidn post transcripcional.

Durante el proceso de corte y empalme de los transcriptos primarios, también
conocido como “splicing”, estos son procesados a fin de eliminar a los intrones del
gen. Este proceso es regulado por la maquinaria del splicing, que incluye proteinas y
ARN, y por secuencias reguladoras presentes en el transcripto. Entre las secuencias
reguladoras, algunas permiten que la maquinaria de corte y empalme identifique las
fronteras intron-exon, entre secuencias codificantes que deben ser conservadas
(exones), y los intrones que deben ser eliminados. Otras secuencias reguladoras del
splicing, que generalmente se encuentran en los exones, determinan que el intron sea
reconocido como tal para su eliminacion. Un mutante sinénimo puede producir
modificaciones en estas secuencias reguladoras, causando el salteo de exones o la
inclusidn de intrones en el transcripto final, y dando lugar a proteinas defectuosas *.
Las mutaciones sindnimas también pueden afectar la regulaciéon postranscripcional,
mediante la modificacién de sitios de unién a microARNs. Los microARNs son ARNs
pequefios cuyo rol principal es regular la expresiéon génica, a través de la union a un
ARNmM con una secuencia complementaria (generalmente en el extremo 3’), y
causando su degradacion. Si un gen que debe ser silenciado mediante su unién a un
miRNA sufre una mutacién sindnima en la regidon reconocida por el miRNA, esta
podria causar la pérdida de unidn de este Gltimo y a la desregulacién del gen .

Por otro lado, las mutaciones sindnimas también pueden causar un efecto en la
estructura secundaria del ARNm. En consecuencia, la generaciéon de una estructura
menos estable podria llevar a la degradacién de los mensajeros afectados, y una

disminucién del nivel de proteina *.
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En segundo lugar, existe también un efecto de las mutaciones sindnimas en varios
niveles del proceso de traduccién. Se ha evidenciado en algunos organismos como
Escherichia coli, Saccharomyces y Drosophila, una correlacién entre los codones
sindnimos que aparecen con mayor frecuencia en los genes y el nivel de sus ARNt
complementarios. Es asi como se ha postulado una co-evolucién del uso de codones
con la abundancia de cada ARNt. Los codones complementarios a los ARNt mas
abundantes, son los que aparecen mads frecuentemente en las secuencias codificantes
mas expresadas y se denominan “codones frecuentes”. A su vez, los codones
correspondientes a los ARNt de menor abundancia relativa, los llamados “codones
raros”, son utilizados con menor frecuencia.

En Drosophila melanogaster, por ejemplo, se ha constatado una relacidn positiva entre
los codones frecuentes y los ARNt mas abundantes. Los genes altamente expresados
como los de proteinas ribosomales presentan una fuerte preferencia por codones
frecuentes, mientras que genes menos expresados como el Adhr, presentan un sesgo
menor en el uso de codones. Por otro lado, estudios realizados en E. coli han
mostrado que codones frecuentes son traducidos de 3 a 6 veces mas rapido que los
codones raros, y con una menor frecuencia de error en la incorporacion de
aminodcidos. Por ello se propuso un rol central del uso de codones en la fidelidad y la
cinética de la traduccién “.

Asimismo, se ha propuesto que los codones sindnimos podrian alterar la cinética de
traduccién y afectar directamente el proceso de plegamiento co-traduccional de las
proteinas. Los codones frecuentes serian traducidos mas rapidamente que los codones
raros, porque sus ARNt complementarios son mas abundantes en la célula y el
encuentro entre el coddon y el anticoddn ocurriria mas rdpidamente y con un
apareamiento de bases adecuado. La distribucién no uniforme de los codones a lo
largo de una secuencia de ARNm podria entonces marcar la velocidad a la cual el
transcripto es traducido. Regiones ricas en codones frecuentes tendrian una velocidad
de traduccion mas elevada que regiones ricas en codones raros. En consecuencia, la
presencia de codones raros marcaria determinadas pausas o enlentecimientos en la
traduccién, que permitirian el plegamiento independiente de ciertas regiones de la

proteina 4 %,
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Por ejemplo, se ha observado la presencia de regiones ricas en codones raros en los
primeros 30 — 50 codones de muchos transcriptos altamente expresados, que
causarian un enlentecimiento de la velocidad de la elongacion, inmediatamente luego
del inicio de la traduccidn. Estas regiones, denominadas “rampas”, servirian para
espaciar a los ribosomas en el ARN mensajero. Una distancia considerable entre
ribosomas adyacentes previene congestionamientos de ribosomas, que podrian llevar
al estancamiento de ribosomas y proteinas mal plegadas .

Otra observacién relevante que refuerza lo anterior es la presencia de codones raros
en secuencias que dan lugar a estructuras proteicas de plegamiento lento, como las
hojas 3, mientras que estructuras de plegamiento rapido como las hélices a, presentan
un enriquecimiento en codones frecuentes. A su vez, proteinas grandes con varios
dominios suelen presentar regiones ricas en codones raros en localizaciones
estratégicas, que codifican segmentos polipeptidicos que unen los dominios. Se ha
propuesto que los codones raros en estas regiones facilitarian que estos dominios se
plieguen de forma independiente **. Un ejemplo de ello es un estudio realizado por
Crombie et al en 1994, el cual mostrdé la disminucion de la actividad de una enzima de
levaduras, causada por la sustitucién de codones raros por codones frecuentes en una
region entre dominios “.

El esquema de Figura 6, extraido de Angov 2011, ilustra el concepto de codones raros y

. . 47
frecuentes y su rol en el plegamiento de las proteinas ™.

b. Mutaciones sindnimas en TP53 en cancer

Como se menciona anteriormente en este trabajo, el gen TP53 es el gen mds afectado
por mutaciones en el cancer. Entre las mutaciones de P53, cerca de un 5% corresponde
a mutaciones sindnimas. Este valor es mucho mayor (unas 20 a 100 veces) al que se
esperaria encontrar si estas mutaciones fueran neutras. Esta observacidon nos lleva a
preguntarnos sobre el rol de las mutaciones sindnimas en el cancer.

El analisis de secuencias de P53 provenientes de la base de datos de mutaciones en
cancer de la IARC, ha mostrado que la hipermutabilidad de los tumores puede explicar
en parte el alto porcentaje de mutaciones sinébnimas en P53. Sin embargo existen

mutaciones sindnimas que se localizan preferentemente en potenciadores de splicing,
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Figura 6. Mutaciones sindnimas y cinética de traduccidn - Se representa mediante una linea triple
a las zonas de codones raros, mientras que la linea punteada en forma de flecha a las de codones
frecuentes. La liebre y la tortuga simbolizan la velocidad de la traduccién. En B. se observa que
cuando el ribosoma llega a una regidn de codones raros, la velocidad de traduccién disminuye
(tortuga) y eso le permite a la secuencia polipeptidica en crecimiento adquirir cierta estructura
dentro del ribosoma (tomado de Angov, 2011).

lo que sugiere que estas mutaciones también podrian tener una importancia funcional

en este gen *’.

4. ANALISIS FUNCIONAL EN LEVADURAS

a. El sistema FASAY

En 1993, el grupo de Ishioka y colaboradores presenta un novedoso sistema de
identificacion de mutaciones de linea germinal en P53, denominado FASAY, (Functional
Analysis of Separeted Alleles in Yeast) *1 Este sistema esta basado en la capacidad de
P53 de activar la transcripcién en Saccharomyces cerevisiae, a partir de promotores
que contienen sus elementos de respuestasz. De esta manera, el sistema evalla la
capacidad de activar la expresidon de un gen reportero, evidenciando la funcionalidad
de P53 °.,

El sistema original utilizaba dos plasmidos. En primer lugar, el pldsmido pSS16,
derivado del plasmido pLS76. Este ultimo contiene el gen LEU2 como seleccidn, el cual
permite a las levaduras crecer en ausencia de leucina, y la secuencia codificante (CDS)

de P53 controlada por el promotor constitutivo ADH1. Este promotor da lugar a bajos
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niveles de P53 en las levaduras, a fin de evitar un efecto téxico debido a la sobre
expresion de la proteina (como se ha observado para otros promotores). El plasmido
pSS16 es idéntico al pLS76, excepto por la regidn central de la CDS de P53, la cual es
reemplazada por el gen URA3. La digestion del plasmido pSS16 con las enzimas Hindlll
y Stul, libera al gen URA3, dejando al plasmido pSS16 en forma lineal, con las
secuencias 5’ y 3’ de la CDS de P53 en sus extremos.

El segundo plasmido utilizado es el pSS1, que contiene al gen HIS3 bajo el control del
promotor minimo GAL1 con un sitio de unién a P53 (RGC). La seleccion de este
plasmido es el gen TRP1, que permite el crecimiento de la levadura en ausencia de
triptofano.

El primer paso del FASAY consistia entonces en la transformacién de una cepa de
levadura con auxotrofias para triptofano, leucina e histidina, con el plasmido pSS1.
Este plasmido contiene el gen reportero (HIS3) bajo control de un elemento de
respuesta a P53. Para mantener el plasmido en las levaduras, se utilizaban medios sin
triptéfano (seleccion del plasmido pSS1).

El paso siguiente del FASAY implicaba la separacion de los alelos y la reparacion de
plasmidos pSS16 con productos de PCR derivados de la CDS de P53. En este paso se
realiza la co transformacion de esta cepa de S. cerevisiae con el plasmido pSS16
(digerido con las enzimas Hindlll y Stul) y un producto de PCR. El producto de PCR es
obtenido a partir del ADN copia originado por la retrotranscripcién del ARNm de P53.
La separacion de los alelos se evidencia en el caso de muestras heterocigotas para P53,
en las cuales el 50% de los productos de PCR se originan a partir del alelo salvaje y el
otro 50% a partir del alelo mutante.

La reparacion de los pldsmidos con los productos de PCR de P53 es posible gracias al
aparato de recombinacién homdloga de la levadura. Como el pldsmido pSS16 contiene
las secuencias 5’ y 3’ de la CDS de P53, estas pueden recombinar con los productos de
PCR.

Seguidamente, las levaduras son plagquedas en medios sin leucina ni triptéfano, a fin de
conservar las colonias que tengan tanto el plasmido pSS16 como el pSS1.

El paso final consistia en la realizacion de réplicas de las placas, pero en un medio que
tampoco contenia histidina, a fin de evidenciar la expresion del gen reportero HIS3. En

estas placas sélo pueden crecer aquellas colonias de levadura que ademds de contener
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ambos plasmidos, poseen un alelo de P53 capaz de activar la transcripcidn del gen
HIS3, mediante su elemento de respuesta RGC. Individuos heterocigotas para P53, con
uno de los alelos incapaz de activar la transcripcion, presentan un 50% de colonias
menos en estas réplicas, cuando son comparadas con la placa original. Finalmente, los
mutantes se pueden identificar por secuenciacion >l Enla Figura 7 se esquematizan los
componentes de este sistema.

El método FASAY mostré en ese entonces ser un método rdpido y de bajo costo en
comparacion con otros métodos de analisis de la actividad de P53 que involucraban
por ejemplo la transfeccién de células humanas °. A su vez, presenta ventajas frente a
métodos basados Unicamente en secuenciacién, ya que permite detectar las
mutaciones que generen problemas en la funcionalidad de la proteina.

Dos afios después de la publicacion de esta primera version del sistema FASAY, Flaman
et al. presentan una forma simplificada del mismo. En el trabajo de Flaman se procedid
a modificar una cepa de levadura defectiva en el gen ADE2 para que incorpore en su
genoma una copia de este gen, pero que esté controlada por elementos de respuesta a
P53.”"

El gen ADE2 codifica para la enzima fosforibosil amino imidazolcarboxilasa, una enzima
de la via de sintesis de la adenina. Esta enzima cataliza la conversidon de P-ribosil
aminoimidazol a P-ribosil-aminoimidazolcarboxilato. Las cepas de levadura defectivas
en el gen ADE2 no pueden realizar este paso, y por lo tanto acumulan AIR, que es de
color rojo. La acumulacion de este metabolito ocasiona que las colonias de estas
levaduras sean de color rojo. La expresion del gen ADE2 en levaduras defectivas para
este gen permite entonces que estas pierdan el color rojo, resultando colonias de color

blanco >°.
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Figura 7. Sistema FASAY — En la parte
superior de la Figura se muestran los
pldsmidos originalmente utilizados en el
FASAY presentado por Ishioka et al, 1993.
Estos son el pLS76, el pSS16 y el plasmido
pSS1. Este ultimo es el que contiene el gen
reportero HIS3 bajo el control del elemento
de respuesta a P53 “RGC".

En la parte inferior se esquematiza el
ensayo. El primer paso consiste en la
extraccion de ARN a partir de muestras
como fibroblastos, sangre o un tumor. Con
el ARN se sintetiza ADN copia. A partir del
ADN copia se obtienen fragmentos de PCR
con la CDS de P53. Estos son co
transformados junto con el pSS16 en cepas
de levadura previamente transformadas
con el plasmido pSS1. Las secuencias de
P53 que produzcan proteinas funcionales
serdn las Unicas que den colonias capaces
de crecer en placas de seleccion para el gen
reportero HIS3 (Tomado de Ishioka et al,
1993).



En esta nueva versidon de FASAY, el gen ADE2 funciona como gen reportero. Las células
son trasformadas con el plasmidos pSS16 digerido con las enzimas Hindlll y Stul, y con
los productos de PCR de P53. Dentro de las levaduras se da la reparacidon de los
pldsmidos por recombinacién homdloga. Si una célula es trasformada con un producto
de PCR que contiene la secuencia de P53 funcional, habra activacidon de la trascripcidon
del gen ADE2, lo que se observa como un cambio de color en la colonia de levadura,
de rojo a blanco.

Esta aproximacion experimental tiene la enorme ventaja de que permite evaluar la
actividad transcripcional de P53 a través del color en la colonia de levadura. De esta
forma, la presencia de mutantes de P53 incapaces de activar la transcripcidon se
evidencia por el color rojo de las colonias. Un paciente heterocigota, con un alelo
salvaje de P53 y uno incapaz de activar la transcripcidn, presentara entonces un 50%
de colonias rojas y un 50% de colonias blancas **. En la Figura 8 se esquematiza esta
nueva version del FASAY.

Este sistema presenta numerosas ventajas con respecto al sistema original. Por un
lado, la utilizacidon de cepas con el reportero integrado en el genoma representa una
simplificacidn en la metodologia, ya que no es necesario utilizar plasmidos con genes
reporteros, con el pSS1. Ademas, la utilizacién del gen ADE2 como reportero facilita la
observacion de los resultados y simplifica los pasos del ensayo, porque ya no es
necesario replicar las placas en diferentes medios de seleccién.

Otra ventaja importante es la deteccidn de mutantes sensibles a la temperatura, los
gue por ejemplo, crecidos a 25°C dan colonias de color blanco, y a 35°C colonias de
color rosado **.

La principal desventaja de este sistema es la posible incorporacion de mutaciones
adicionales en el paso de amplificacion de la CDS de P53 en la reaccion de PCR. Estas
generan alteraciones en la secuencia a analizar. Sin embargo, los autores muestran
gue con la utilizacion de ADN polimerasas de alta fidelidad, es posible disminuir el
error de fondo ocasionado por estas mutaciones hasta un valor de un 3% de colonias
rojas para el genotipo salvaje **.

Desde su invencion, el sistema FASAY ha sido ampliamente utilizado como método de
diagnodstico para la identificacion de mutantes de P53. Ademas se ha usado para la

determinacién de espectros mutacionales en P53, para la ubicacién de mutaciones en
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la secuencia de P53, el estudio de la interaccién con proteinas de la familia de P53
(como P73), ensayos de dominancia de los mutantes, asi como en el estudio de otras

proteinas no relacionadas a P53 ** *’.

b. Antecedentes del grupo de investigacion

Una linea de investigacion central en nuestro laboratorio es el estudio del plegamiento
in vivo de proteinas vy el efecto de las mutaciones sindnimas en este proceso.

En el marco de la tesis de maestria de la MSc. Maria José Lista, se propuso estudiar la
funcionalidad de mutantes sindnimos de P53, mediante el sistema FASAY. Se analizd
un total de 21 mutantes sindnimos, en dos cepas de levadura que contenian distintos
elementos de respuesta a P53 8

Doce de estos mutantes correspondian a variantes sindnimos de tres prolinas
consecutivas en el dominio de unién al ADN de P53, en las posiciones 151, 152 y 153.
Estas prolinas presentan un indice de mutaciones sindnimas relativamente alto en el
cancer, de acuerdo a la informacién disponible en la base de datos de la IARC. En la
Figura 9 se muestra la secuencia aminoacidica del dominio de unién al ADN de P53y se
destacan estas prolinas.

Los experimentos de FASAY realizados utilizaron al gen reportero ADE2, en dos cepas
de levadura, con diferentes elementos de respuesta a P53. En una de las cepas, el
elemento de respuesta a P53 utilizado fue p21, y en la otra RGC %8,

El elemento de respuesta p21 es conocido por mediar en humanos la detencién del
ciclo celular en fase G1, inducida por P53. Este consiste de una secuencia de 20 pb
ubicada corriente arriba del gen p21. El elemento de respuesta RGC fue la primera
secuencia de unidn especifica al ADN descubierta para P53. Su funcién en el contexto
celular aun no ha sido caracterizada. A pesar de esto, esta secuencia ha sido utilizada
extensamente para estudiar la actividad transcripcional de P53 y su actividad de
inhibicién de la replicacion del ADN in vitro. El control negativo utilizado fue el
mutante R175H, un mutante de clase Il incapaz de mantener la estructura nativa del
dominio de unidn al ADN. Este mutante no es capaz de activar la transcripcién del gen

reportero en el FASAY.
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Figura 8. FASAY modificado por
Flaman —

Se muestra un esquema del
FASAY modificado por Flaman
en 1995, con la incorporacion
del gen reportero ADE2
(tomado de Smardova, 2005).

En la parte inferior se observan
dos placas con colonias de
levadura. La placa de la derecha
corresponde a colonias que no
expresan el gen ADE2, acumulan
AIR y por tanto son de color
rojo. En la placa de la izquierda,
las colonias expresan el gen
ADE2 y son de color blanco.
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Figura 9. Estructura primaria del dominio de union al ADN de P53 — Se muestra la secuencia de
aminodcidos del dominio de unién al ADN de P53. En amarillo se destacan las prolinas 151-152-153.
Las flechas indican zonas de estructura secundaria en hebras 3 y se representan con una S. Los
cilindros corresponden a estructura secundaria en hélice oy se representan con una H. Los bucles se
representan con una L. (Modificado de Joerger & Ferhrst, 2008).

Los resultados mostraron que tanto la secuencia salvaje como los mutantes sindnimos
de P53 presentaban colonias rojas y blancas. El porcentaje promedio de colonias rojas
cuando se analizaba el alelo salvaje era de un 5 a 10%, mientras que el
correspondiente al andlisis de algunas mutaciones sindnimas presentaba hasta 25% de
colonias rojas %,

Las colonias rojas observadas en el andlisis del alelo salvaje pueden atribuirse a errores
en la reaccion de PCR, asi como a la aparicion de mutantes de reversién del genotipo
-leu, que ocasionan el crecimiento de colonias rojas que no contienen el pldsmido
pSS16. A pesar de que los fragmentos de PCR utilizados son secuenciados antes de la
transformacién, siempre es posible la apariciéon de errores en una baja frecuencia que
no sean detectados en la reaccion de secuenciacion. Si bien se utiliz6 una ADN
polimerasa de alta fidelidad, el porcentaje de colonias rojas observado fue
sensiblemente mayor al reportado en la bibliografia %

En el caso de los mutantes sindbnimos que presentan un mayor porcentaje de colonias
rojas, consideramos que este incremento puede estar ocasionado por un efecto de la
mutacién sinénima que resulta de interés estudiar con mayor profundidad.

Con el propdsito de reducir el ruido de fondo del ensayo, es decir, la aparicién del
porcentaje relativamente alto de colonias rojas al analizar el alelo salvaje, nos
propusimos un cambio de estrategia. Es asi como en el presente trabajo se procedié a
clonar las secuencias codificantes de los mutantes sindonimos de P53 en un plasmido

de expresién de levadura. El clonado permite la confirmacién de la secuencia de los
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alelos de P53 antes de transformar las levaduras, evitando asi la aparicién de colonias
gue contengan la CDS de P53 con errores de PCR y los posibles errores que puedan

tener lugar durante el proceso de recombinacion en la levadura.
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6. OBJETIVO GENERAL

Este trabajo se enmarca en una linea de investigacion que busca establecer si la
actividad transcripcional y la expresion de P53 puede verse afectada en variantes
sindbnimas de esta proteina. En particular, se trabajé con 10 mutantes sindnimos que
presentan variantes en tres prolinas consecutivas, que corresponden a los codones
151, 152 y 153. Estas prolinas estan localizadas en el dominio de unién al ADN de P53.

Nuestro interés es determinar si la sustitucion de codones sindnimos que codifican
prolinas en las mencionadas posiciones altera la actividad transcripcional de P53, en
comparacion con la secuencia codificante salvaje. En la Tabla 1 se indican los cambios

sindnimos presentes en los diez mutantes analizados.

Tabla 1. Mutaciones sindnimas analizadas — Se presenta la lista de las mutaciones sindnimas analizadas.

Se destacan las bases que cambian en cada mutante.

Secuencia Posicién

151 152 153
TP53 salvaje CccC CCG CccC
Mutante Pro 1 CCA CCA CCC
Mutante Pro 2 CcCu CCG CcCG
Mutante Pro 3 CCC CCG CCA
Mutante Pro 4 CCG CcCcu CCG
Mutante Pro 5 CcCG CCG cCa
Mutante Pro 6 CCu CCG CCu
Mutante Pro 7 CcCcu CcCcu CcCcu
Mutante Pro 8 CCG CCA CCC
Mutante Pro 9 CCC CCA CCG
Mutante Pro 10 CcCG CcCu CCC
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Concretamente, en este trabajo se propone:

1) Clonar la secuencia codificante de P53 salvaje y de P53 portador de mutaciones
sindnimas en un vector de expresion en levadura (p414ADH).

2) Analizar y comparar la actividad transcripcional de P53 salvaje y portador de
mutaciones sindnimas en células de levadura, sobre la expresidn de un gen reportero
bajo control de los elementos de respuesta p21 y RGC.

3) Analizar la expresion de la proteina P53 en las levaduras, mediante electroforesis y
western blotting.

4) Comparar el nivel de expresiéon de P53 que se obtiene en el FASAY clasico (vector

pSS16) con el que se obtiene utilizado el vector p414ADH.
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MATERIALES Y METODOS

A continuacion se detallan las metodologias utilizadas en este trabajo. En el Anexo A
se presenta un complemento de esta seccion, detallando la composiciéon de las

soluciones y los medios de cultivo utilizados.

1. MATERIALES

a. Plasmidos

Se utilizaron 12 construcciones plasmidicas pcDNA-3, cada una conteniendo como
inserto una secuencia codificante para P53. Dos de estos pldsmidos corresponden a las
secuencias control utilizadas, el control positivo con TP53 salvaje, y el control negativo
con el mutante R175H. Los restantes 10 plasmidos contenian cada uno de los
mutantes sindénimos a analizar. Tales mutantes fueron construidos mediante
mutagénesis sitio dirigida a partir del pldasmido de la secuencia salvaje como parte del
trabajo de maestria de la Msc. Maria José Lista *%.

El plasmido utilizado para el subclonado y la expresién de P53 en levaduras fue el
p414ADH. Este fue cedido a nuestro laboratorio por el Prof. Marc Blondel, Faculté de
Médecine et Sciences de la Santé, UBO, Brest, France. Este pldsmido contiene sitios de
restriccidon para BamHI| y EcoRl en su sitio de policlonado y proporciona la capacidad de
crecer en un medio sin triptéfano a las levaduras que lo poseen.

Para realizar los ensayos de FASAY por el método clasico, se utilizé el plasmido pSS16 y
se realizé PCR a partir de los plasmidos pcDNA-3. El plasmido pSS16 proporciona la
capacidad de crecer en un medio sin leucina a las levaduras que lo poseen.

En la Figura 10 se muestran los mapas de los vectores utilizados.
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Figura 10. Plasmidos — Se observan los mapas de los plasmidos utilizados. a. pcDNA-3; Ampicilin: resistencia a ampicilina, T7:
promotor de transcripcién para la ARN polimerasa del fago T7, SP6: promotor del gen SP6, F1 ori: origen de replicacion del fago
F1, SVA0: secuencia promotora y terminadora del virus SV40, Neomycin: resistencia a neomicina, PCMV: promotor de
citomegalovirus, BGHpA: sefial de poliadenilacién de BGH, ColE1l: factor colicinogénico. B. p414ADH; Amp: resistencia a
ampicilina, CEN/ARS: secuencia centromérica CEN6 y secuencia de replicacion auténoma en levaduras, TRP1: gen de la
fosforibosil antranilato isomerasa, ADH: promotor de la alcohol deshidrogenasa 1, CYC1: terminador del gen citocromo c1.

c. pSS16; URA3: gen de la orto-5- fosfato descarboxilasa, LEU2:gen de la B-isopropilmalatodeshidrogenasa, ori: origen de
replicacion bacteriano



b. Células

Se utilizaron dos cepas de S. cerevisiae derivadas de la cepa YPH500, descripta por
Sikorski y Hieter en 1989 *9 conteniendo el gen ADE2 bajo el control de elementos de
respuesta a P53

En un caso, el elemento de respuesta incorporado es p21, y la cepa es denominada
“YPH p21” y en el otro caso el elemento de respuesta utilizado es RGC, y la cepa es
denominada “YPH RGC”. Estas células fueron mantenidas en medio rico para levaduras
YPD.

Para la amplificacion de los plasmidos se utilizaron células E.coli de la cepa DH5-q,
quimio competentes por el método de Inoue %. Tales células fueron crecidas en medio

rico LB, con los antibidticos adecuados en cada caso.

c. Marcadores de peso molecular

Los marcadores de peso molecular para ADN utilizados en los geles de agarosa fueron
el #SM0331 de Thermo Scientific y el N3232L de New England Biolabs. Estos se

muestran en la Figura 11.

a bp  ng/0.5pg % b Kilobases Mass (ng)
| ) -100 42
- 8.0 42
-60 50
-50 42
10000 108 2.2 !
8000 13.0 2.6 0 3
6000 162 3.2
5000 162 3.2 _30 128
4000 216 43
3500 275 55
3000 69.0 13.8
2500 18.0 3.6 ~20 48
2000 460 9.2
1500 2%8 gg
1200  16. :
1031 296 59 -15 3
900  21.1 4.2
800 18.8 3.8
a5
2 500 41.7 8.3 10 42
= 200 198 4.0
= 300 200 4.0
2 200 200 4.0
s 100 200 4.0
0.5pg/lane,
05 42

8cm length gel,
1XTAE, 7V/cm, 45min

Figura 11. Marcadores de peso molecular - Se observa el marcador de peso molecular
#SMO0331 de Thermo Scientific, migrado en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro
de etidio (a) y el N3232L de New England BiolLabs, migrado en un gel de agarosa al 0.8%,
tefiido con bromuro de etidio (b). Las masas en ambos casos corresponden a 0.5 ug de
ADN / carril. (Tomado de www.thermoscientific.com y www.neb.com)
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En el caso de los geles de proteinas y los ensayos de werstern blotting, el marcador de
peso molecular utilizado fue el #26616 de Thermo Scientific. Este se muestra en la

Figura 12.
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Figura 12. Marcador de peso molecular - Marcador de peso molecular para proteinas #26616 de
Thermo Scientific. Se muestra a la izuierda la migracién del marcador en un gel de SDS PAGE y a la
derecha la transferencia a una membrana de nitrocelulosa.

(Tomado de www.thermoscientific.com)

2. METODOS

a. Amplificacién por PCR

Para el subclonado se realiza la amplificacién por PCR de las secuencias codificantes
para TP53, ya sea control o mutante sinénimo. Para esto se utilizan los siguientes
cebadores: P53BamF (5'CGCGGATCCGCGATGGAGGAGCCGCAGTCAGATC 3’) y P53EcoRl
(5’CCGGAATTCCGGTTAGTCTGAGTCAGGCCCTTC 3’).

Los cebadores utilizados se hibridan en los extremos 5’ y 3’ de la secuencia codificante

de TP53 y agregan los sitios de restriccion necesarios para realizar el subclonado. Estos
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son, un sitio de restriccion para BamHI en el extremo 5’ y un sitio de restriccion para
EcoRl en el extremo 3'.

Las reacciones de PCR se realizaron con la enzima Kapa HiFi Hotstart (KR0369, Kapa
Biosystems), en un volumen final de 50 uL conteniendo 10 uL de buffer Kapa 5x con
Mg2+ [2 mM], 1.5 uL de dNTPs [10 mM] each, 1.5 plL de cada cebador [10 mM], 0.8 uL
de ADN polimerasa [1 U/ul] y 100 ng de ADN molde. El ciclado utilizado fue el
siguiente: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, desnaturalizacién a 98°C
durante 20 segundos, hibridacién de los cebadores a 62°C durante 1 minuto, extensién
a 72°C durante 2 minutos, 27 ciclos de repeticién y extension final a 72°C durante 7

minutos.

Para la reaccién de amplificaciéon por PCR para FASAY (método clasico) se utiliza el
cebador sentido P3 (5’ATTTGATGCTGTCCCCCGACGATATTGAAC 3’) y el cebador
antisentido P4 (5’ACCCTTTTTGGACTTCAGGTGGCTGGAGTC 3’). Se utilizéd la enzima
Kapa HiFi Hotstart (KR0369, Kapa Biosystems), en un .volumen final de 50 puL
conteniendo 10 uL de buffer Kapa 5x con Mg2+ [2 mM], 1 puL de dNTPs [10 mM] each, 1
uL de cada cebador [10 mM], 1 uL de ADN polimerasa [1 U/uL] y 100 ng de ADN
molde. El ciclado utilizado fue el siguente: desnaturalizacién inicial a 95°C 5 minutos,
desnaturalizacion a 98°C 20 segundos, hibridacion de los cebadores a 62°C 1 minuto,
extension a 72°C 2 minutos, 27 ciclos de repeticidn y extension final a 72°C durante 10

minutos.

b. Preparacion de plasmidos

Los plasmidos utilizados fueron amplificados luego de la transformacién (por el
método de shock térmico) de bacterias E.coli DH5-a. quimio competentes. Estas células
transformadas son plaqueadas en placas de LB ampicilina (100pg/mL) para seleccionar
las colonias que contienen el plasmido de interés. Las bacterias son incubadas a 37°C
O.N.y al dia siguiente se realizan precultivos de 3 mL en LB liquido con ampicilina.

El pldsmido es extraido de las bacterias mediante minipreparacién de ADN plasmidico

por lisis alcalina. Los métodos de transformacion de bacterias y miniprepacion de ADN
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plasmidico son de uso corriente en el laboratorio y estdn descriptos en Sambrook &

Russel, 2011 %,

c. Digestion con enzimas de restriccion

Los productos de PCR obtenidos para la realizacidn del subclonado deben ser digeridos
con las enzimas de restriccidon EcoRl y BamHI. Se digieren 12.5 uL de producto de PCR
purificado de gel de agarosa con 20 unidades de cada enzima, durante dos horas a

37°C en un volumen final de 50 puL.

Para la digestidn con las enzimas de restriccion EcoRl y BamHI del plasmido p414ADH
este es previamente cuantificado utilizando un espectrofotometro de
microvolumenes. Se digieren 5 ug de plasmido con 20 unidades de cada enzima a 37°C
durante dos horas. Las enzimas BamHl y EcoRl utilizadas fueron las de Thermo

Scientific (ERO051 y ER0271) y las digestiones se realizaron en buffer Tango.

El pldsmido pSS16 para FASAY debe ser digerido con las enzimas Stul y Hindlll. Se
digieren 5 ug de plasmido en buffer Tango, primero con 20 unidades de la enzima Stul
(Invitrogen, 15438-013), durante dos horas a 37°C, en un volumen final de 50 plL.
Pasado este tiempo se agregan 20 unidades de la enzima Hindlll (Bioron, 250116S) y se
lleva el volumen final a 60 plL agregando buffer Tango y agua. Se incuba durante dos

horas adicionales a 37°C.

d. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los productos de PCR, plasmidos y productos de digestién son visualizados mediante
electroforesis de ADN en geles de agarosa. La electroforesis en geles de agarosa se
realiza en geles al 1% de agarosa en buffer TAE (Tris-acetato/EDTA) 0.5x.

La migracion se realiza a 100 V durante 20 minutos en la cuba de electroforesis
MiniRun-GE 100 de BIOER. Los geles son pretefiidos con 2 uL de GelRed cada 50 mL, y

son visualizados bajo luz ultravioleta.
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e. Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa

Los productos de PCR y de digestidn con enzimas de restriccion son purificados de
geles de agarosa antes de ser utilizados en aplicaciones posteriores. La purificacion de
fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizé utilizando el kit GeneJET de

Thermo Scientific (#K0691), siguiendo las instrucciones del fabricante.

f. Ligacion de fragmentos de ADN con extremos cohesivos

Para el subclonado, los productos de PCR digeridos con enzimas de restriccién fueron
ligados al vector de expresion en levaduras p414ADH.

Previo a la ligacion, el pldsmido y los productos de PCR digeridos son cuantificados. Se
realiza la ligacién de 50 ng de plasmido con 27.2 ng de fragmento de PCR, en una
relacion de 3 moléculas de inserto por cada molécula de plasmido. En paralelo se
realiza la ligacidn sin utilizar inserto, como control. Para la ligacién se utilizé la enzima
T4 ligasa de New England BiolLabs (M0202S).

La reaccion de ligacion transcurre durante 15 minutos a temperatura ambiente, en un
volumen final de 20 pL, utilizando 20 unidades de enzima. Pasado este tiempo, se
procede a transformar células E.coli DH5-o quimio competentes con 7 plL de cada

ligacién, por el método de shock térmico.

g. Secuenciacién de ADN

Los plasmidos con inserto son cuantificados y posteriormente secuenciados mediante
el servicio de Macrogen, a fin de verificar la presencia de las mutaciones sindnimas
correctas y los controles. Para el secuenciado se utilizan los cebadores P53BamF,
P53EcoRI, utilizados para realizar el subclonado, y los cebadores E6FI
(5GGAAATTTGCGTGTGGAG 3’) y E6RI (5’CTGTCATCCAAATACTCCACACG 3') a fin de
cubrir la totalidad de la secuencia codificante de TP53. La calidad de las secuencias fue
analizada utilizando el programa BioEdit. En el andlisis se realizan alineamientos de las
secuencias reportadas por el servicio de secuenciacién con la secuencia codificante

para P53 salvaje extraida del GeneBank (AB082923.1).
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h. Transformacién de levaduras

Las cepas YPH RGC e YPH p21 se mantienen creciendo en placas de medio YPD sélido a
30°C. El dia anterior a la transformacion de las levaduras se realizan precultivos en 10
mL de YPD liquido, inoculados con 5 colonias aisladas de color rojo, provenientes de
placas de entre 5 a 7 dias de estriadas. Los precultivos son crecidos durante toda la
noche a 30°C con agitacién a 200 rpm.

Al dia siguiente, se determina el crecimiento de los precultivos midiendo la densidad
Optica a 600 nm (D.O.g00nm). A partir de estos, se realizan dos cultivos por cepa, de 40
mL de YPD cada uno, con una densidad dptica inicial de 0.3. Los cultivos se dejan
crecer a 30°Cy 200 rpm hasta una D.O.gg0nm de 0.6-0.8.

Una vez alcanzado ese valor de densidad dptica, se procede a centrifugar los cultivos a
4000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente, a fin de sedimentar las células
de levadura. El sedimento de células es resuspendido en 1 mL de buffer TE/LiAc.
Seguidamente se centrifugan las células, durante 5 minutos a 4000 rpm. El sedimento
de células es suavemente resuspendido en 1 mL de TE/LIAC. Se vuelve a repetir este
paso, pero el volumen de buffer a utilizar en la resuspensién dependera del numero de
transformaciones a realizar, siendo 100 pL de buffer por transformacion.
Seguidamente, se alicuotan 100 puL de células en diferentes tubos, cada uno
correspondiente a una transformacion. A estos se les afiade 50 ng de pldsmido, 10 uL
de ADN de esperma de salmén (previamente incubado a 95°C) y 550 ulL de buffer
TE/LiAc/PEG. En el caso del ensayo FASAY clasico, se agregan 50 ng de plasmido pSS16
digerido con HindlIl y Stul, junto con 1 uL de producto de PCR.

Los tubos son agitados sobre una rueda durante 30 minutos. Luego se realiza un shock
térmico de 15 minutos en bano de agua a 42°C. Se centrifugan los tubos a 4000 rpm
durante 5 minutos.

Los sedimentos de células son resuspendidos en 500 pL de medio minimo MML, y se
plaguean 100 uL de células en placas con la selecciéon adecuada (DO-Trp o DO-Leu)
con 2% de glucosa. Las placas se incuban durante 2 dias a 30°C y hasta 8 dias a

temperatura ambiente hasta observar la aparicidn del color en las colonias.
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i. Extraccion de proteinas de levadura

Para la extraccién de proteinas, se realizan precultivos de 5 colonias de igual color en 5
mL medio selectivo liquido, (DO-Trp o DO-Leu con 2% de glucosa). Estos son incubados
O.N. a 30°C con agitacién a 200 rpm.

Al dia siguiente se largan cultivos de D.O.gp0nm inicial de 0.3, y se dejan crecer a 30°C y
200 rpm hasta una D.O.goonm de 0.6-0.8. Se registra la densidad o6ptica final de los
cultivos.

Una vez alcanzado el crecimiento deseado, los cultivos son centrifugados a 4000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los sedimentos de células son
mantenidos en hielo y resuspendidos en buffer de extracciéon de proteinas segun la
siguiente relacion: 150 pL para un cultivo de D.O.goonm = 0.6. De esta manera se
normaliza la concentracién de proteinas en los extractos a través de la D.O.g0nm.

Los extractos son sonicados con un programa de pulsos intermitentes al 10% y un
power output del 20%, cinco veces, durante 1 minuto cada vez. Se realizan intervalos
de 1 minuto de duracion entre cada sonicacién, dejando el extracto en reposo,
siempre en hielo. Luego de esta primera ronda de sonicacion, los tubos son incubados
10 minutos a 99°C. Finalmente, se vuelven a sonicar los tubos, una Unica vez durante 1
minuto, utilizando los mismos parametros de la sonicacién anterior. Los extractos son

conservados a -20°C.

j. Electroforesis de proteinas

Los extractos de proteina de levadura son visualizados mediante electroforesis de
proteinas. La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizé en geles
al 12%, de 1.5 mm de espesor.

Los geles se migran en cubas de electroforesis BioRad (Mini-PROTEAN Tetra Cell 165-
8000) a 90 mV hasta la salida de las proteinas del gel concentrador, y a 140 mV hasta el
final del gel separador. El buffer de corrida para la electroforesis es el Tris-glicina (Tris
base 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0.1 %). La tincidn de las proteinas se realiza con
solucion de azul de Coomassie (7% acido acético, 30% EtOH, 0.2% Coomasie R),
durante toda la noche con agitacion suave. Los geles son decolorados en solucion

decolorante (7% acido acético, 30% EtOH).
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k. Western blotting

La presencia de P53 en los extractos de proteinas se detecté mediante ensayos de
western blotting. Para la realizacion de estos ensayos se migran los extractos de
proteinas en un gel de SDS-PAGE de 1.5 mm de espesor y 12% de acrilamida. Este gel
es seguidamente transferido a una membrana de nitrocelulosa.

Se utiliza el método de transferencia himeda, y la misma transcurre durante 1 hora a
400 mA. La transferencia de los geles de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa
se realiza en la misma cuba de electroforesis de BioRAD siguiendo las instrucciones del
fabricante. El buffer de transferencia utilizado es Tris-glicina 1x, 20% EtOH.

Los lavados de la membrana de nitrocelulosa se realizan en TBST (Tris.Cl 0.01 M pH 7.5,
NaCl 0.05 M, Tween 20 0.2%).

Una vez finalizada la transferencia, la membrana es blogueada en una solucién de
leche en polvo 5% vy glicina 2% en Buffer TBST durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se realiza la incubacién con el anticuerpo primario, durante 2 horas a
temperatura ambiente, con agitacidn suave. Los anticuerpos primarios utilizados son el
C4 anti B actina (Santa Cruz, sc-4778), hecho en ratén (utilizado para la normalizacion
de la cantidad de proteinas en los extractos proteicos) y el anticuerpo DO-1 anti P53,
también hecho en ratdn. Para el anticuerpo C4 anti B actina se utilizé una dilucién
1/1000 (concentracion final igual a 0.2 pug/mL), mientras que para el DO-1 una dilicién
1/5000 (concentracion final igual a 0.244 pg/mL).

Luego de la incubaciéon con el anticuerpo primario, la membrana es lavada con
abundante buffer TBST, en 6 lavados de 5 minutos. Posteriormente, se incuba la
membrana con el anticuerpo secundario, durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitaciéon suave. El anticuerpo secundario utilizado es el 1gG-HRP anti IGg de ratdn,
hecho en cabra, (Santa Cruz, sc-2005). La dilucién utilizada es 1/2500 (concentracion
final de 0.04 ug/mL).

Finalmente, se realizan 10 lavados de la membrana con abundante buffer TBST
durante 5 minutos cada uno y esta después es revelada. Para el revelado de las
membranas, se utilizé el sustrato de peroxidasa 3 (Sigma, CPS-3-50), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Luego de la incubacién con el sustrato, se detecto la sefial

luminiscente en el G-Box Chemi XX6 de Syngene, utilizando un programa de exposicién
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en una seriede 1 ms, 10 ms, 20ms, 96 ms, 1s,2s,5sy 10 s. En los casos en los que no
se detectd una sefal suficientemente fuerte, se ensayaron diferentes tiempos de

exposicién adicionales.
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RESULTADOS

Los resultados de presente trabajo se organizan en tres secciones. En la primera
seccion se muestran los resultados correspondientes al subclonado de las secuencias
codificantes de P53 en el vector p414ADH. A continuacidn se presentan los resultados
del ensayo funcional en levaduras utilizando las construcciones realizadas durante el
subclonado. Finalmente, en la ultima seccidn se encuentran los resultados de la etapa
de analisis de expresion de P53 en las levaduras, asi como la comparacién del nivel de
expresion de P53 utilizando el vector p414ADH con la utilizacidon del vector pSS16,

como se hace en el FASAY clasico.

1. SUBCLONADO DE SECUENCIAS CODIFICANTES DE TP53 EN p414ADH

Para intentar disminuir el ruido de fondo del ensayo de FASAY clasico, la estrategia
experimental utilizada en este trabajo implica el subclonado de la secuencia
codificante de P53 en un vector de expresién en levaduras. Se espera que al
transformar las diferentes cepas de levadura con pldasmidos conteniendo la secuencia
de P53 previamente verificada, se observe una importante disminucion en el
porcentaje de colonias rojas originado por errores en la reaccién de PCR o en el
proceso de reparacién de los plasmidos por recombinacidn homédloga, como ocurre en
el FASAY.

Para ello se decidid subclonar los mutantes sinénimos de P53 y las secuencias control
en el vector p414ADH, un plasmido muy similar al vector pSS16. Ambos plasmidos
comparten las secuencias promotoras y terminadoras para la expresién del gen
clonado (promotor ADH1 y terminador CYC1), la secuencia centromérica y la secuencia
de replicacion auténoma en levaduras. La principal diferencia entre ambos plasmidos
es la seleccidn en levaduras, ya que en el pSS16 la seleccidn se realiza a partir del gen

LEU2, mientras que en el p414ADH esta se realiza por el gen TRP1.

El primer paso del subclonado consistia en la amplificacién por PCR de las CDS de P53
gue se encontraban clonados en el plasmido pcDNA-3. Se realizaron 12 reacciones de
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amplificacién por PCR, 10 correspondientes a los mutantes sinénimos Pro 1 — Pro 10, y
2 correspondientes a los controles positivo y negativo. Las reacciones de PCR para
amplificar estas secuencias funcionaron correctamente. En la Figura 13 se muestra el
resultado de una electroforesis en gel de agarosa, donde se observan los productos de
PCR para los 10 mutantes sindnimos y los dos controles. Los 12 productos de PCR

migraron a la altura esperada para su longitud de 1182 pb.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

W W e e e W g
103 Iipbw 1182 pb

500 pl

Figura 13. Amplificacion por PCR del CDS de P53 — Se muestra un gel de agarosa al 1%, tefiido con
GelRed, en el cual se migraron los 12 productos de PCR. Los nimeros 1 y 2 corresponden a los
fragmentos de PCR de la CDS de P53 salvaje y el mutante R175H. Los nimeros 3 al 12 corresponden a
los mutantes sindnimos de prolina, desde el Pro 1 al Pro 10. Se sefialan las bandas correspondientes a
1031 pb y 500 pb en el marcador de peso molecular (Thermo Scientific, #SM0331). Los productos de
PCR tienen un tamafo aproximado de 1182pb.

Por otra parte, se realizé la preparacién de ADN plasmidico para obtener las
cantidades necesarias del vector p414ADH para el subclonado de las 12 secuencias de
P53. Los pldsmidos se obtuvieron en una concentracién promedio de 300 ng/puL,
obteniéndose un total de 7,5 ug de plasmido por preparacién. En la Figura 14 se

muestra un gel de agarosa con dos preparaciones de ADN plasmidico de p414ADH.
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El segundo paso del subclonado fue la realizacién de la digestidn con enzimas de
restriccién de los productos de PCR y del vector p414ADH. Los cebadores utilizados en
la reaccién de PCR afiaden en los extremos 5’ y 3’ de los productos de PCR los sitios de
restriccion necesarios para el subclonado. Se utilizaron los sitios de corte para BamHIl y
EcoRl presentes en el sitio de policlonado del vector. Los productos de PCR purificados
de gel de agarosa y el plasmido fueron entonces digeridos con ambas enzimas de
restriccion. Los productos de digestidn fueron purificados mediante extraccién en gel
de agarosa, cuantificados y luego se procedid a realizar la ligacién del vector con cada
inserto. En la Figura 14 se muestra un gel de agarosa, en el cual se observa el vector

digerido y tres productos de PCR, luego de su purificacién, en el momento previo a la

reaccion de ligacion.

il 2 MPM MPM 1 2 3 4
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Figura 14. Preparacion de plasmido p414 ADH y digestidon con enzimas de restriccion — Se observan dos
geles de agarosa al 1%, tefiidos con GelRed. En el gel de la izquierda se observa en los carriles 1y 2 la
migracion de dos productos de la preparacion del plasmido p414ADH. Se visualiza la migracién del plasmido
superenrollado. En el gel de la derecha se migro el vector p414ADH luego de la digestion con las enzimas de
restriccidn, por lo cual se encuentra linearizado (1) y los productos de PCR correspondientes a P53 salvaje
(2), R175H (3) y Pro 1 (4), todos digeridos con las enzimas BamHI y EcoRI. El marcador de peso molecular
utilizado en ambos casos es el #SM0331 de Thermo Scientific.
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Una vez realizada la ligacion, se transformaron las bacterias E. coli DH5-o0 quimio
competentes para obtener los plasmidos recombinantes. La eficiencia de
trasformacion fue del orden de 1 x 10’ UFC/ug de ADN. De cada placa se realizaron 4
preparaciones de ADN plasmidico, para encontrar plasmidos que hayan incorporado el
inserto. En algunos casos se encontré que todas las colonias analizas contenian el
plasmido con inserto, como en el caso del mutante Pro 1, como se puede observar en
la Figura 15. En otros casos, no todas las colonias analizadas contenian el inserto, pero
siempre al menos habia un plasmido recombinante. La presencia de los insertos se
evidencid mediante digestion doble de 1 ulL de plasmido con ambas enzimas (10

unidades de cada una) en 20 pL de reaccién, para observar la liberacion de los insertos.

MPM 1 2 3 4 MPM 1 2 3 4
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Figura 15. Plasmidos recombinantes Pro 1 — Se muestran dos geles de agarosa al 1%, tefiidos con
GelRed. En el gel de la izquierda se muestran los plasmidos extraidos de las cuatro colonias analizadas
de la ligacion. En el gel de la derecha se muestra el resultado de la digestidn de 2L de pldsmido con
las enzimas BamHIl y EcoRl. En todos los casos se evidencia la presencia de la secuencia de P53
clonada, sefialada con la flecha de la figura (inserto de 1182 pb). El marcador de peso molecular
utilizado en ambos geles es el N3232L de New England BiolLabas.

Los pldsmidos que contenian un inserto del tamafio adecuado fueron secuenciados
utilizando cuatro cebadores diferentes. Estos cebadores se hibridan en diferentes
partes de la secuencia codificante para P53, cubriendo entre todos la totalidad de la

secuencia.
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El analisis de las secuencias se realiz6 mediante el alineamiento de las secuencias
recibidas por parte del servicio de secuenciacidn, con la secuencia codificante para P53
salvaje extraida del GeneBank. Para la realizacién de los alineamientos se utilizé el
programa BioEdit.

Se buscé que la totalidad de la secuencia fuera igual a los de la secuencia de P53
salvaje, a excepcion de los nucledtidos correspondientes a las mutaciones sindnimas
(o a la mutaciéon del control negativo R175H). En el caso de los mutantes Pro 1, Pro 5y
Pro 6 se detectaron mutaciones extra originadas por la reaccién de PCR. En estos casos
fue necesario repetir el subclonado, hasta obtener la secuencia deseada. En las Figuras
16 y 17 se muestra el resultado de dos alineamientos de la secuencia codificante para
P53 salvaje extraida del GenBank con secuencias recibidas del servicio de
secuenciacion para el mutante Pro 5 clonado en el vector p414ADH.

Una vez que se confirmé la secuencia de cada uno de los 10 mutantes sindnimos y de
los 2 controles, se dio por finalizada la etapa del subclonado y se comenzaron los

ensayos funcionales en levadura.
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P53 PRO 5 - E6RI CCOGOGTCOGOGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGT TGTGAGGOGCTGCOCCCACCATGAGCGC

Figura 16. Andlisis de secuencias 1 — Se muestra el alineamiento de una secuencia recibida por parte del
servicio de secuenciacién para el mutante Pro 5 clonado en el vector p414ADH con la secuencia de P53
salvaje. El cebador utilizado en la reaccién de secuenciacion fue el E6RI. Se destaca la zona de las prolinas
151,152 y 153, en donde se observa la presencia de la mutacién correcta.
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Figura 17. Andlisis de secuencias 2 — Se muestra el alineamiento de una secuencia recibida por parte
del servicio de secuenciacidon para el mutante Pro 5 clonado en el vector p414ADH con la secuencia de
P53 salvaje. El cebador utilizado en la reaccién de secuenciacion fue el E6FI. Este cebador no cubre la
zona de las prolinas, pero si logra confirmar la secuencia desde la posicién 643 hasta el final de la
secuencia.

52



2. ENSAYO FUNCIONAL EN LEVADURA

Los ensayos funcionales en levadura consistieron en la transformacién de las cepas
YPH RGC e YPH p21 con las 12 construcciones realizadas en la etapa del subclonado.
Las levaduras transformadas fueron plaguedas en placas de medio DO-Trp (seleccién
por el gen TRP1) agar, con 2% de glucosa. La funcionalidad de los diferentes mutantes
de P53 es evidenciada por la activacion del gen reportero ADE2, que causa el cambio
de color en las colonias de levadura, de rojo (previo a la transformacién) a blanco.

El dia 8 posterior a la transformacidn se visualizaba correctamente el color en las
colonias de levadura. Las transformaciones fueron realizadas al menos tres veces para
cada cepa.

Las placas correspondientes al control negativo presentaron un 100 % de colonias
rojas para las dos cepas, como era de esperar, ya que este mutante no es capaz de
activar la transcripcidon del gen reportero. Las placas correspondientes al control
positivo dieron un promedio de 0.5 % de colonias rojas, y un 99.5% de colonias
blancas. Este alto porcentaje de colonias blancas evidencia la eficiente activacion del
gen reportero por parte de P53 salvaje.

Los mutantes sindbnimos presentaron un comportamiento similar al salvaje, con un
99.5% de colonias blancas, sin mostrar diferencias significativas con respecto al salvaje.
En la Figura 18 se muestran las fotos de placas transformadas de la cepa YPH RGCy en

la Figura 19 de la cepa YPH p21.
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Figura 18. Transformacion de la cepa YPH RGC con secuencias codificantes de P53 — Se muestran las placas
correspondientes a las transformaciones con de la cepa YPH RGC. La secuencia de P53 transformada, ya sea
control o mutante se indica al costado de cada placa.
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Figura 19. Transformacion de la cepa YPH p21 con secuencias codificantes de P53 — Se muestran las placas
correspondientes a las transformaciones con de la cepa YPH p21. La secuencia de P53 transformada, ya sea
control o mutante se indica al costado de cada placa.
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3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE P53

Para analizar la expresion de los mutantes sindnimos de P53 en el sistema de estudio,
se hicieron extracciones de proteinas de levadura.

Se realizaron extracciones de proteinas a partir de cultivos de levaduras derivados de
cinco colonias juntas elegidas al azar, a fin de visualizar la expresion de P53 en el
conjunto de colonias de un mismo color. De esta forma, se extrajeron proteinas de
cultivos inoculados con cinco colonias rojas de la placa correspondiente al control
negativo, cinco colonias blancas de las placas de P53 salvaje y de cada uno de los
mutantes sinénimos. En los casos en los que aparecian algunas colonias rojas, tanto
para el salvaje como para los mutantes sindnimos, también se realizaron extracciones
de proteinas de colonias rojas.

Los extractos de proteinas fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida y fueron tefidos con azul de Coomassie a fin de visualizar el perfil de
proteinas. A su vez, la tincién con azul de Coomassie permitid realizar una estimacién
de la cantidad de proteina en los extractos, a fin de comparar extractos similares en los
ensayos posteriores de western blotting. En la Figura 20 se muestra el perfil de

proteinas obtenido en los extractos, en un gel tefiido con azul de Coomassie.
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Figura 20. Extraccidn de proteinas de levadura - Se muestra un gel de poliacrilamida al 12% tefiido con
azul de Coomassie, en el cual se migraron extracciones de proteinas de levadura de la cepa YPH p21. Estas
corresponden a proteinas extraidas de colonias blancas para el caso de células transformadas con
plasmidos p414ADH con P53 salvaje (1) y los mutantes sindnimos de P53 Pro1 -4 (3, 4, 5, 6), y a proteinas
extraidas de colonias rojas en el caso del R175H (2). El marcador de peso molecular utilizado es el #26626

de Thermo Scientific.



Los extractos con un nivel similar de proteinas se volvieron a migrar en geles de
poliacrilamida y fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa para ser analizados
en ensayos de western blotting. (El protocolo de extraccién no permite la
cuantificacidon de los extractos). A fin de analizar la expresion de P53 y la expresion de
actina (como forma de normalizar la cantidad de proteinas en los extractos), los geles
para transferir a membranas de nitrocelulosa fueron sembrados en forma simétrica,
con el marcador de peso molecular en el medio. Luego de la transferencia, se procedia
a cortar la membrana en dos, dejando parte del marcador en ambas mitades. Luego,
cada mitad de membrana fue incubada con uno de los anticuerpos primarios, DO-1
para detectar la presencia de P53, y C4 para detectar actina.

En la Figura 21 se muestra el resultado del ensayo de western blot para varios
extractos de proteina de levadura. En el caso de las extracciones de colonias blancas
de P53 salvaje, en todos los casos se detectd la presencia de P53. Lo mismo ocurrid
para las extracciones de las colonias rojas del mutante R175H. Para los mutantes
sindnimos, se detectd la presencia de P53 en todos los extractos de colonias blancas.
En los extractos correspondientes a colonias rojas, sin embargo, en algunos casos no se
detectd la presencia de esta proteina, asi como en otros se detectd en un nivel similar
al observado en las colonias blancas. Esta misma observacién se reportd para los casos
de extractos de colonias rojas correspondientes a transformaciones con P53 salvaje.

La presencia de P53 en los extractos de proteinas siempre se detecté como un patrén
de bandas, con una banda de alrededor de 53 kDa mayoritaria, y varias bandas de
menor masa molecular, inferiores a 50 kDa y mayores a 25 kDa.

La actina se logré detectar en todos los extractos, a una altura cercana a los 41.6 kDa
(tamafio esperado para la actina en levaduras), y una banda muy tenue por encima de
los 15 kDa.

El ultimo objetivo especifico de este trabajo era comparar el nivel de expresidon
obtenido para P53 en el ensayo de FASAY clasico con el obtenido utilizando nuestra
estrategia. El FASAY clasico involucra la utilizacion del plasmido pSS16 y los productos
de PCR con la CDS de P53, mientras que la nueva estrategia requiere el clonado de los

mutantes en el vector p414ADH como paso previo a la transformacion.
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Figura 21. Deteccion de P53 mediante western
blotting — Se muestran tres membranas de
nitrocelulosa, incubadas con el anticuerpo primario
DO-1 anti P53 vy reveladas con el anticuerpo
secundario anti IgG de raton HRP. En cada
membrana se adjunta en la parte inferior la banda
correspondiente a la actina, revelada en la otra
mitad de la misma membrana.

A continuacion se detallan los extractos que se
observan en las membranas: (1) YPH-RGC, P53
salvaje, colonias blancas, (2) YPH-RGC, P53 R175H,
colonias rojas, (3) YPH-RGC, P53 Pro 1, colonias
blancas, (4) YPH-RGC, P53 Pro 2, colonias blancas, (5)
YPH-p21, P53 R175H, colonias rojas, (6) YPH-p21,
P53 Pro 1, colonias blancas, (7) YPH-p21, P53 Pro 2,
colonias blancas, (8) YPH-p21, P53 Pro 6, colonias
blancas, (9) YPH-RGC, P53 Pro 2, colonias rojas, (10)
YPH-RGC, P53 Pro 3, colonias rojas, (11) YPH-RGC,
P53 Pro 5, colonias blancas, (12) YPH-RGC, P53 Pro 5,
colonias rojas. El marcador de peso molecular fue
destacado para su visualizacion, y fue el #26616 de
Thermo Scientific. Es importante destacar la
presencia de P53 en extractos correspondientes a
colonias rojas.



Con este fin se realizaron ensayos funcionales utilizando la metodologia del FASAY
clasico, transformando a las cepas de levadura con la CDS de P53 salvaje. EI FASAY
presentd un mayor porcentaje de colonias rojas en comparacion con nuestra
estrategia, cercano a un 5%, lo que concuerda con lo observado en el trabajo de tesis
de Maestria de M. J. Lista *%.

Seguidamente, se extrajeron proteinas de las colonias blancas de forma analoga a la
extraccién de proteinas realizada con las colonias de las levaduras transformadas con
p414ADH-P53 salvaje y se analizd el nivel de expresidn de P53 en ambos sistemas
mediante western blotting.

En la Figura 22 se observa el western blot revelado con el anticuerpo DO-1 anti P53. Se
muestran las extracciones correspondientes a la cepa YPH p21 e YPH RGC,
transformadas con P53 salvaje, para los dos sistemas estudiados. La transferencia de
estos extractos fue realizada por duplicado.

A primera vista el nivel de P53 en todos los extractos pareceria ser similar. Para
confirmar esta observacion, se normalizo la sefial de P53 en el western blot con la
sefial obtenida para la actina. La intensidad de las sefiales se determind mediante un
analisis de densitometria, realizado con el programa Image J. En el Anexo B se
presentan los datos de densitometria obtenidos. Para P53 se considerd Unicamente la
banda mayoritaria de 53 kDa, mientras que para la actina sélo se considerd la banda
mayoritaria de 41.6 kDa.

Los resultados no permitieron llegar a conclusiones claras. Se realizaron
comparaciones en el nivel de expresion de P53 obtenido en cada cepa por separado.
Los resultados indicaron un incremento de la expresion de P53 para la cepa YPH RGC
con el sistema nuevo, mientras que para la cepa YPH p21 se observd una disminucion.
Seria necesario repetir este analisis, utilizando nuevos extractos de proteinas con
cantidades equivalentes, y realizar nuevos ensayos de western blotting a fin de

obtener una conclusidon mas definitiva.
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Figura 22. Analisis del nivel de expresion en el sistema FASAY clasico y con el plasmido p414ADH —

Se muestra un western blot en el cual se analiza la expresidon de P53 salvaje en ambos sistemas. Los
carriles 1 y 2 corresponden a extracciones de colonias blancas de la cepa YPH-p21 e YPH —-RGC,
respectivamente, transformadas con el plasmido pSS16 y la CDS de P53. En los carriles 3 y 4 se muestran
extracciones de las cepas YPH-P21 e YPH — RGC respectivamente, transformadas con P53 salvaje clonado
en p414ADH. En la parte inferior del western blot se muestra la banda correspondiente a la actina,
revelada en la otra mitad de la membrana. El marcador de peso molecular utilizado fue el #26616 de
Thermo Scientific.
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DISCUSION

El objetivo general de este trabajo era la evaluacién de la actividad transcripcional de
diferentes mutaciones sinénimas de P53 en levaduras. Con este fin, se procedid a
utilizar una nueva estrategia basada en el sistema FASAY, que intentaba disminuir el
ruido de fondo observado para este sistema en trabajos anteriores de nuestro equipo
de investigacion. El subclonado de los diferentes mutantes sinénimos de P53 en el
vector de expresion p414ADH, se presentaba como una estrategia que podria
solucionar los problemas ocasionados por los errores introducidos principalmente
durante la reaccion de PCR del sistema FASAY original. De esta forma, se buscd
complementar la caracterizacién de la funcionalidad de estos mutantes de P53 en el
sistema en levaduras, iniciada durante el trabajo de tesis de maestria de la Msc. Maria
José Lista, uno de los antecedentes principales de este trabajo %,

El primero de los objetivos planteados, fue la realizaciéon del subclonado de 12
secuencias de P53 en el vector de expresién en levaduras p414ADH. Dos de estas
secuencias correspondian a controles (P53 salvaje y mutante R175H), mientras que las
10 restantes eran portadoras de mutaciones sindnimas en los codones codificantes
para las prolinas 151, 152 y 153 de P53. El subclonado de estas secuencias en el vector
de expresidon se pudo llevar a cabo sin dificultades mayores. Si bien se presentd la
dificultad de la aparicién de mutaciones adicionales en el caso de algunos mutantes
durante la amplificacion por PCR, mediante la repeticiéon del subclonado se logro
obtener la totalidad de las secuencias a analizar.

En lo que respecta a los ensayos funcionales de P53 en levadura, estos se llevaron a
cabo sin problemas. El color de las colonias de levadura se logré visualizar con claridad
alrededor del dia 8 posterior a la transformacién. En el caso de los controles, los
resultados fueron los esperados, ya que las levaduras transformadas con la secuencia
de P53 salvaje mostraron casi un 100% de colonias blancas, lo que indica que se activo
adecuadamente la transcripcién del gen reportero. En el caso del control negativo, la
totalidad de colonias de color rojo muestra la incapacidad de este mutante de activar
la transcripcidn en este sistema. En el caso de los 10 mutantes sindnimos analizados,

los resultados claramente indican que no hubo una diferencia significativa en la
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activacidén de la transcripcion del reportero ADE2. Esto se evidencia por la aparicion de
casi la totalidad de colonias de color blanco (99.5%) luego de la transformacion.

El resultado obtenido para los mutantes sindnimos contrasta con los resultados de los
ensayos de FASAY realizados durante el trabajo de M.J. Lista. En este ultimo, se realizo
el FASAY con las secuencias codificantes para los mismos mutantes sindnimos aqui
analizados. Los resultados mostraron que tanto la secuencia salvaje como los mutantes
sinébnimos presentaban colonias rojas y blancas. En el caso de la secuencia salvaje,
este porcentaje variaba entre un 5y 10%. Para algunos de los mutantes sindnimos,
este porcentaje ascendia hasta un 25% en promedio. Este aumento en los porcentajes
de colonias rojas fue asociado con una posible reduccién de funcionalidad de los
mutantes *%. Cuando se propuso la realizacién del subclonado para mejorar el sistema
FASAY, se esperaba encontrar una tendencia similar a la observada en el trabajo
anterior. Sin embargo, los resultados no mostraron diferencias entre el alelo salvaje y
los diferentes mutantes sindnimos.

Para intentar explicar las diferencias obtenidas entre los resultados para el FASAY
clasico en los ensayos realizados por M. J. Lista y los obtenidos en el presente trabajo,
se considerd la posibilidad de que hubiera diferencias entre los sistemas en el nivel de
expresion de P53. Si la transformacién con el plasmido p414ADH resultaba en un nivel
mayor de expresidon de P53 a aquel obtenido en la transformacion utilizando el sistema
FASAY clasico, el efecto de las mutaciones sinénimas podria verse enmascarado. Esta
explicacion ayudaria a compatibilizar los resultados obtenidos anteriormente, que
sefialaban una pérdida de funcién parcial de los mutantes. Para evaluar esta hipotesis
se realizaron ensayos de FASAY adicionales utilizando el sistema cldsico (con el vector
pSS16 y el producto de PCR correspondiente a la secuencia salvaje). Los extractos de
proteinas de levadura de esta transformacién fueron comparados con los de la
transformacién con el p414ADH-P53 salvaje, y se realizaron ensayos de western
blotting para comparar el nivel de expresién de P53. Los resultados obtenidos no
permitieron determinar de manera concluyente si hay diferencias significativas en el
nivel de expresion para P53 obtenido en los dos sistemas. Esto se debe a que para una
cepa se detecté un aumento en el nivel de expresion al utilizar el plasmido p414ADH,

mientras que para la otra cepa se observd lo contrario.

62



El hecho de que estos resultados no sean concluyentes podria explicarse por la
utilizacion de extractos proteicos con cantidades de proteinas no equivalentes. Esto se
evidencia al comparar el nivel de actina en los extractos, el cual no fue muy parejo. Si
bien se visualizaron los extractos de proteinas con azul de Coomassie antes del ensayo
de western blotting, y se intentd comparar extractos similares, es posible que las
diferencias en la cantidad de proteina entre los extractos causen la saturacién del
sistema y que por tanto la estimacién de la densidad de las bandas no se correlacione
directamente con la cantidad de proteina. Se podrian probar diferentes protocolos de
extraccion de proteinas de levadura que permitan cuantificar la concentracion de
proteinas totales en los extractos, a fin de comparar cantidades equivalentes de
proteinas.

Proponemos que si bien existe la posibilidad de que haya diferencias en el nivel de
expresion, es probable que no haya diferencias muy grandes, ya que en ambos
pldsmidos la expresion de P53 estd bajo el control del mismo promotor (ADH1) y el
mismo terminador (CYC1). A su vez, ambos plasmidos comparten la secuencia
centromérica y la secuencia de replicacion auténoma en levaduras (CEN6/ARSH4), lo

gue indicaria que se produce un mismo nimero de copias por célula.

En los ensayos de western blotting para los mutantes sinénimos de P53, se logrd
detectar la proteina tanto en las colonias blancas, como en algunas de las colonias
rojas.

En todos los casos, P53 se detectd con un patréon de bandas, siendo la de 53 kDa la
banda mayoritaria, acompanada de varias bandas adicionales de menor peso
molecular. Las mismas bandas adicionales aparecen en todas las extracciones de
proteinas de P53, tanto de P53 salvaje, como del R175H o los mutantes sinénimos.
Ademas, aparecen siempre en una forma bastante reproducible y la cantidad de cada
banda pareceria a simple vista relacionarse con la cantidad total de P53. No creemos
que se trate de degradacion proteica al azar, ya que el patrdén es siempre el mismo.
También se descarta que sean producto de reconocimiento inespecifico por parte del
anticuerpo, ya que en colonias sin P53, ninguna de estas bandas aparece. Una
posibilidad es que este patrén sea debido al clivaje proteolitico de la proteina en

ciertas posiciones que queden expuestas a proteasas presentes en la levadura. Otra
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posibilidad seria que alguna de estas bandas sea originada por la produccion de alguna
isoforma de P53 que se genere a partir de la formacidn de estructuras secundarias en
el ARNm de P53 (como algun IRES por ejemplo). A pesar de que es muy interesante el
anadlisis de este fendmeno, claramente escapa a los objetivos planteados en este

trabajo, si bien puede ser de interés como tema central de futuros trabajos.

En los casos en los que no se detectd la presencia de P53 en colonias rojas tanto del
salvaje como de los mutantes sinénimos, podriamos afirmar que se trata de mutantes
de reversidon del genotipo —trp. Este fendmeno de reversién en S. cerevisiae esta
reportado para varios loci (como —leu3 y -—hisl) y ocurre con una frecuencia
relativamente baja %2 (en nuestro caso, podemos decir que menos del 0.5% de las
colonias eran mutantes de reversion).

Sin embargo, en los casos en que se detectd la presencia de P53 en colonias rojas
tanto del salvaje como de los mutantes sindnimos, tendriamos una situacién similar a
lo observado en el trabajo de M. J. Lista. Estas colonias rojas que fueron transformadas
con la secuencia codificante para P53, tanto salvaje como portadora de mutaciones
sindnimas, expresan proteinas incapaces de activar la transcripcion del gen reportero.
Sin embargo, colonias blancas, en la misma placa, transformadas con el mismo
plasmido, activan de forma eficiente la transcripcién del gen reportero.

Se ha reportado la falta de funcionalidad de P53 salvaje en proteinas que pierden el
atomo de zinc en sus mondmeros, lo que causa la inestabilidad de Ia misma.® Ademas,
la flexibilidad en la estructura de P53 permitiria que esta sea capaz de sufrir diferentes
cambios conformaciones, pudiendo alguno de estos llevar a una forma inactiva. Se ha
mostrado por ejemplo que el dominio amino terminal es capaz de formar agregados in

vitro

. Es posible que en estas colonias, el contexto celular ocasione que P53 se
encuentre en una de estas conformaciones inactivas. Otra posibilidad es que una
parte de estas colonias rojas contengan mutantes espontdneos de P53. La
secuenciacion de los plasmidos extraidos de estas colonias de levadura podria brindar
una respuesta definitiva a esta interrogante.

Otra explicacidn para las colonias rojas que contienen P53 podria ser que en esos casos

P53 sea funcional pero que haya problemas en el gen reportero (por ejemplo
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mutaciones introducidas durante el proceso de transformacién) que impidan que se
evidencie la actividad de P53.

Otra pregunta que surge de este trabajo es por qué hay una diferencia tan grande en
lo observado para los mutantes sinébnimos con el FASAY cldsico y nuestra estrategia
experimental. Es decir, para los mutantes sindnimos analizados por FASAY clasico, se
observé un incremento en el porcentaje de colonias rojas para algunos de los
mutantes aqui analizados, como el Pro 1, Pro6, Pro 8 y Pro 10 (referido como Pro 12 en
el trabajo de M. J. Lista), mientras que en este trabajo no se detectaron diferencias en
la aparicion de colonias rojas en comparacidn con el salvaje.

Como una primera aproximacion para entender la causa de estas diferencias, se podria
realizar un estudio estadistico del ensayo de FASAY clasico, a fin de determinar la
significancia de las diferencias observadas con el salvaje, y el porcentaje de error
asociado a este sistema. De esta forma podriamos descartar que las diferencias
observadas entre los mutantes sindnimos y el salvaje son ocasionadas por un error
estadistico. Para esto, se podria elegir uno de los mutantes de FASAY que haya
mostrado mas diferencias en el porcentaje de colonias rojas y realizar repeticiones del
ensayo FASAY con este mutante y el salvaje. De esta manera, se tendrd un mayor
apoyo estadistico en cuanto a la reproducibilidad de estos experimentos. Se podria
realizar un estudio similar utilizando el sistema con el vector p414ADH y el mismo
mutante, a fin de comparar los resultados obtenidos.

En el caso en que esta diferencia sea reproducible estadisticamente, deberiamos
estudiar entonces el resto de las variables posibles en los dos ensayos. Por ejemplo, se
podria subclonar la secuencia de P53 salvaje y portador de una de estas mutaciones
sinébnimas en otro vector de expresién, como el p416ADH, el cual es muy similar al
p414ADH, pero tiene una seleccién diferente. Este pldsmido porta el gen URA3, que
permite que las levaduras crezcan en medio sin uracilo. De esta forma, podriamos
estudiar el efecto que podria tener una diferente seleccién en el crecimiento de estas
colonias. Para entender mejor las diferencias observadas se podria subclonar los
mutantes en el mismo plasmido pSS16, a fin de obtener la réplica exacta de lo que
sucede en el FASAY pero con la diferencia de que la secuencia de P53 a utilizar estaria

completamente verificada antes de la transformacion.

65



El hecho de que en nuestros experimentos no se hayan observado diferencias entre la
capacidad de activar la transcripcion de los mutantes sindonimos y el salvaje, no
significa que estas mutaciones sean neutrales para la funcidon de P53. En primer lugar,
como hemos visto, P53 tiene actividades adicionales a la actividad transcripcional, las
cuales no son evaluadas con este sistema. Asimismo, es posible que en este sistema
no se observen diferencias en la activacion de la transcripcidon, mientras que si puede
haber diferencias en otros sistemas.

Como perspectivas de este trabajo, podriamos decir que se logré mejorar el sistema
original al disminuir practicamente a cero el efecto ocasionado por los errores en la
reaccion de PCR. Sin embargo, la realizacidon del subclonado le quita practicidad al
sistema, por ejemplo para otras aplicaciones como el uso como diagnéstico.

En cuanto al rol de estas mutaciones sindnimas, si bien no se observd un efecto
evidente, es posible que efectos sutiles en la actividad transcripcional de los mutantes

no puedan ser apreciados por este sistema.
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ANEXOS

A. COMPLEMENTO DE MATERIALES Y METODOS

1. Medios de cultivo

LB (Luria broth base, Miller) — Medio rico para bacterias
Se utilizé el medio L1900 de Sigma Aldrich. Se prepara con 15.5 g de medio por litro.
Para hacerlo sélido se agregan 15 g de agar por litro de medio.

Esterilizar con autoclave.

YPD (Yeast-Peptone-Dextrose) — Medio rico para levaduras
Para un litro:

5 g de extracto de levadura

20 g de peptona

20 g de glucosa anhidra

Para hacerlo sélido, se agregan 15 g de agar por litro de medio.

Esterilizar con autoclave.

DO-Trp (Drop Out Trypthophan) — Medio selectivo para levaduras
Para un litro:

0.74 g de mezcla de aminoacidos sin triptéfano

6.7 g de YNB (Yeast Nitrogen Base) sin aminodcidos

Para hacerlo sélido se agregan 15 g de agar por litro de medio.
Ajustar el pH a 5.8 y esterilizar con autoclave.

Antes de utilizar, agregar glucosa al 2%.
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DO-Leu (Drop Out Leucine) — Medio selectivo para levaduras
Para un litro:

0.69 g de mezcla de aminodacidos sin leucina

6.7 g de YNB (Yeast Nitrogen Base) sin aminodcidos

Para hacerlo sélido se agregan 15 g de agar por litro de medio.
Ajustar el pH a 5.8 y esterilizar con autoclave.

Antes de utilizar, agregar glucosa al 2%.

MML (Médio Mineral Minimo) — Medio minimo para levaduras
Para un litro:
6.7 g de YNB (Yeast Nitrogen Base) sin aminodcidos

Esterilizar con autoclave.

2. Transformacion de levaduras y extraccion de proteinas (soluciones)

BufferTE/LiAc (Tris-EDTA/Acetato de Litio)
10% Acetato de Litio 1M estéril, 10% TE 10x estéril

Filtrar con filtro de 0.22 um antes de utilizar.

Buffer TE/LiAc/PEG40%

Preparacion: masar 2g de polietinelglicol (PM 3350 g/mol) y enrasar a 5 mL con buffer
TE/LiAc.

Calentar para disolver. Filtrar con filtro de 0.22 um antes de utilizar.

Preparar en el momento de la transformacion.
Buffer de extraccion de proteinas

Tris.Cl 25 mM pH 6.8, glicerol 10%, B mercaptoetanol 5%, SDS 5%, urea 8 M y azul de

bromofenol (una punta de espatula).
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3. Preparacion de geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realiz6 en geles preparados

de la siguiente manera:

Gel separador

H,O0 mQ 7.875 mL
4x Tris.CI/SDS, pH 8.8 5.625 mL

Acrilamida/Bisacrilamida 9ImL

30/0.8%
APS 10% 0.150 mL
TEMED 0.030 mL

Estas cantidades son suficientes para dos geles de acrilamida al 12%, de 1.5 mm de

espesor. Los buffers utilizados son los siguientes: 4x Tris.Cl/SDS pH 8.8 (0.5 M Tris.Cl

Gel concentrador
H,0 mQ
4x Tris.Cl/SDS, pH 6.8

Acrilamida/Bisacrilamida
30/0.8%
APS 10%

TEMED

4.575 mL

1.875 mL

0.965 mL

0.075 mL

0.015mL

con 0.4% de SDS) y 4x Tris.Cl/SDS pH 6.8 (1.5 M Tris.Cl con 0.4% de SDS).
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B. ANALISIS DE DENSITOMETRIA

Los analisis de densitometria de las bandas correspondientes a ensayos de western
blotting se realizaron utilizando el programa Image J. A continuacién se detallan las
intensidades de las bandas medidas para los westerns blots utilizados para la

comparacion del nivel de expresion de P53 en los dos sistemas.

Tabla B.1. Datos de analisis de densitometria — En la tabla se indican los datos obtenidos para los
analisis de densitometria sobre las bandas de P53 y actina correspondientes a dos ensayos de western
blot en los que se intentd analizar las diferencias en el nivel de expresion de P53. Las barras entre los
numeros separan los datos obtenidos para cada duplicado de las membranas. Se muestran los datos de
densitometria para las bandas individuales y el cociente de P53/actina. En la ultima columna se

especifica el promedio de los valores de la columna P53/Actina

Sistema, cepa P53 Actina P53/Actina Promedio

FASAY  clasico, | 6567.062/7303.569 7395.518/6477.962 0.887/1.127 1.007
cepa YPH p21
FASAY  clasico, | 5959.477/6204.305 4999.983/3075.598 1.191/2.017 1.604
cepa YPH RGC

p414ADH, cepa | 4619.406/8036.040 | 9310.368/6697.255 | 0.496/1.199 0.8475
YPH p21
p414ADH, cepa | 3759.981/6346.225 | 2094.669/1835.719 | 1.795/3.457 2.626
YPH RGC

Para visualizar los cambios en el nivel de expresion de P53, se compararon los
promedios del cociente P53/actina obtenidos para la misma cepa, en los dos sistemas

diferentes, de la siguiente manera:

Para la cepa YPH p21: (Promedio p414ADH/Promedio FASAY clasico) = 0.841

Para la cepa YPH RGC: (Promedio p414ADH/Promedio FASAY clésico) = 1.637
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Para la cepa YPH RGC, el sistema con el pldasmido p414ADH resultaria en un aumento
en el nivel de expresion de P53, mientras que para la cepa YPH p21 la nueva estrategia
causaria una disminucién en el nivel de expresién de P53.

La repeticidon de este experimento y la utilizacion de extractos de proteinas con bajas
concentraciones de ambas proteinas (a fin de no saturar la sefial de ninguna de las

proteinas) podria proporcionar una respuesta definitiva a esta pregunta.
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C. ABREVIACIONES UTILIZADAS

ADN: Acido desoxiribonucleico

ARN: Acido ribonucleico; m: mensajero; r: ribosomal; t: de transferencia

ADH: Alcohol deshidrogenasa

CBP: CREB Binding protein, proteina activadora de la transcripcion

CDS: Coding sequence; Secuencia codificante

CT: Carboxilo terminal, de esta forma se denomina el ddominio carboxilo terminal de P53

DBD: DNA binding domain, dominio de unén al ADN

dNTP: desoxiribonucleoétido trifosfato

FASAY: Functional Analysis of Separeted Alleles in Yeast; Analisis funcional de alelos separados
en levadura

IARC: International Agency for Reasearch in Cancer, Agencia internacional para la investigacién
en cancer

IRES: Internal Ribosome Entry Site; Sitio interno de entrada al ribosoma

O.N: Overnight, toda la noche

PCR: Polymerase Chain Reaction; Reaccién en cadena de la polimerasa

PEG: Polietinelglicol

PRR: Proline Rich Region; Regidn rica en prolinas

RGC: Ribosomal Gene Cluster; Cluster de genes ribosomales

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis; Electroforesis en gel
de poliacrilamida, con dodecil sulfato de sodio

TAD: Transactivation Domain; Dominio de transactivacion

TET: Tetramerization Domain; Dominio de tetramerizacion

UTR: Untranslated Region; Regién no traducida

77



